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Wiederkäuer besitzen ein ausgeprägtes Vormagensystem, das eine besondere 
evolutionäre Anpassung an ihre rohfaserreiche Kost darstellt. Mithilfe der 
Mikroorganismen in diesen Vormägen sind Wiederkäuer in der Lage, ansonsten 
unverdauliche Pflanzenbestandteile effizient aufzuspalten und in Form von 
kurzkettigen Fettsäuren (engl. short chain fatty acids, SCFAs) aufzunehmen 
(NAGARAJA. 2016). Diese SCFAs dienen den Tieren als Hauptenergiequelle und 
können bis zu 75 % des Energiebedarfs für den Gesamtorganismus liefern 
(BERGMAN et al. 1965, BUGAUT. 1987). Dabei wird der Großteil der im Vormagen 
produzierten SCFAs direkt über das Pansenepithel aufgenommen (ASCHENBACH et 
al. 2011). In den letzten Jahrzehnten wurde eine Vielzahl an unterschiedlichen 
Resorptionsmechanismen für SCFAs nachgewiesen: Neben der Aufnahme von 
protonierten Fettsäuren über lipophile Diffusion wurden auch zunehmend Protein-
vermittelte Aufnahmewege sowie elektrogene Resorptionswege über Kanäle 
beschrieben (GÄBEL et al. 2002, GEORGI et al. 2014). Dabei werden z. T. auch 
Bikarbonat (HCO3-) oder Protonen (H+) transportiert, sodass der SCFA-Transport auch 
mit der pH-Homöostase verknüpft ist (ASCHENBACH et al. 2011). Zu den ruminalen 
Transportproteinen, die in der pH-Homöostase eine entscheidende Rolle spielen, 
gehören u. a. die Familie der Natrium-Protonen-Austauscher (engl. Na+/H+ 
exchangers, NHEs) sowie die Monocarboxylattransporter (MCTs; ASCHENBACH et 
al. 2011). 
Die verschiedenen, parallel arbeitenden Aufnahmemechanismen für SCFAs dienen 
vermutlich der Sicherstellung einer effizienten Resorption der Nährstoffe, 
insbesondere dann, wenn die Verfügbarkeit der Substrate Schwankungen unterliegt. 
So sind die Rationen für Hauswiederkäuer in modernder Nutztierhaltung immer mehr 
auf eine erhöhte Leistung (sowohl im Sinne der Milch- als auch der Fleischproduktion) 
ausgelegt. Dies führt häufig zu dem vermehrtem Einsatz eines stärkereichen 
Konzentrates im Futter, infolgedessen wiederum die SCFA-Konzentration im 
Pansenlumen steigt (GIGER-REVERDIN et al. 2014), da Getreide ruminal leichter und 
schneller aufgeschlossen wird als Rohfaser (PLAIZIER et al. 2008). In der 
Vergangenheit wurden wiederholt Anpassungsreaktionen des Pansenepithels an 
gesteigerte Energiemengen des Futters beobachtet. So konnte neben einer erhöhten 
Elektrolyt- und SCFA-Resorption auch eine Zunahme der Papillengröße oder des 
Gesamtgewichtes der Vormägen festgestellt werden (SEHESTED et al. 1997, 
ETSCHMANN et al. 2009, GORKA et al. 2009). Die genaue Kenntnis des Ablaufs 
dieser Adaptationsmechanismen ist nicht nur von entscheidender Bedeutung für unser 
Verständnis der physiologischen Vorgänge im Pansenepithel, sondern könnte auch für 





Wiederkäuers entspricht, von Relevanz sein, um möglichen 
Stoffwechselentgleisungen wie der Pansenazidose vorzubeugen. 
Einige der erwähnten Anpassungsreaktionen des Pansenepithels werden vermutlich 
durch das vermehrte Anfluten von SCFAs ausgelöst. Dies setzt allerdings voraus, dass 
das Gewebe in der Lage ist, die aktuelle SCFA-Konzentration im Pansenlumen 
bzw. -epithel zu erfassen. Im Gastrointestinaltrakt sowie in weiteren Geweben von 
Monogastriern wurden in letzter Zeit zunehmend sogenannte Freie 
Fettsäurerezeptoren (engl. free fatty acid receptors, FFARs) detektiert, die als 
Sensoren z. B. SCFAs wahrnehmen und verschiedene Signalketten in Gang setzen. 
Dabei konnte u. a. ein Einfluss auf intestinale Sekretionsprozesse, aber auch auf den 
Energiestoffwechsel des Gesamtorganismus entsprechend der aktuellen 
Energieversorgung bei Nagetieren festgestellt werden (HARA et al. 2014).  
Es ist denkbar, dass auch im Wiederkäuervormagen FFARs an der Rezeption von 
Fettsäuren beteiligt sind und über die Bindung von SCFAs an diese Rezeptoren 
Adaptationsmechanismen im Vormagenepithel initiiert werden. Diese Vermutung wird 
gestützt durch Befunde von WANG et al. (2012a). Die Autoren konnten bereits die 
Expression von einem Vertreter der FFARs (FFAR2) im bovinen Pansenepithel 
immunhistochemisch nachweisen. Ob die am bovinen Vormagen erhobenen Befunde 
auch auf das ovine Pansenepithel übertragen werden können und ob hier noch weitere 
Isoformen der FFARs exprimiert werden, wird im ersten Abschnitt der vorliegenden 
Arbeit untersucht. 
Da die FFARs, die SCFAs als Liganden akzeptieren, alle u. a. über inhibitorische Gα-
Untereinheiten an den transmembranären Rezeptorteil gekoppelt sind, können sie 
ähnliche intrazelluläre Signalkaskaden auslösen (PRIYADARSHINI et al. 2018). Daher 
wird im zweiten Teil der Arbeit untersucht, ob SCFAs als Liganden der FFARs in der 
Lage sind, die intrazellulären Spiegel des Signalmoleküls zyklisches 
Adenosinmonophosphat (engl. cyclic adenosine monophosphate, cAMP) zu 
modulieren. 
Aus anderen Geweben und teilweise auch aus dem Pansen ist bekannt, dass cAMP 
Einfluss auf Transportproteine nehmen kann, die den pH-Wert der Zellen regulieren 
(GÄBEL et al. 1999, KRISHNAN et al. 2003, BORTHAKUR et al. 2012). Deshalb wird 
im letzten Abschnitt die Möglichkeit der Aktivitätsmodulation von NHEs und MCTs 





2.1 Bedeutung kurzkettiger Fettsäuren für den Wiederkäuer 
Wiederkäuer sind herbivore Lebewesen, deren Hauptnahrungsmittel sogenannte 
Strukturkohlenhydrate in zellulose-, hemizellulose- und pektinreichen Pflanzen 
darstellen. Ihr ausgeprägtes Vormagensystem, in dem die größte 
Fermentationskammer, der Pansen, mit der kranial gelegenen Haube eine funktionelle 
Einheit als Retikulorumen bildet, ermöglicht ihnen im Kontrast zu Organismen mit 
einhöhligem Magen, rohfaserreiche Nahrung effizient mikrobiell aufzuschließen und 
daraus den Hauptteil der benötigten Energie zu ziehen (NAGARAJA. 2016).  
Modernes Milchkuhfutter, das zu etwa 65 % des Trockenmasseanteils aus 
Kohlenhydraten besteht, wird bis zu 90 % im Retikulorumen abgebaut (CHIBISA et al. 
2016). Die durch mikrobielle Fermentation entstehenden Hauptabbauprodukte der 
Nahrung sind SCFAs (Azetat, Propionat und Butyrat), Methan, H2 und CO2 (BUGAUT. 
1987, NOZIÈRE et al. 2011). So werden nach ASCHENBACH et al. (2011) bei der 
Fütterung von 90 % der ad libitum Ration im Vormagen von Schafen (ca. 70 kg) 
schätzungsweise 15 M/d SCFAs produziert, während bei Rindern unter moderater 
Fütterung (13 kg/d Trockenmasse) 80-90 M/d SCFAs anfluten können. Dabei 
unterscheiden sich die Verhältnisse der einzelnen Fettsäuren im Panseninhalt 
zueinander in Abhängigkeit vom Futter: Bei niedrigem Kraftfutteranteil liegt das 
Konzentrationsverhältnis für Azetat, Propionat und Butyrat prozentual bei ca. 70:20:10. 
Es kann durch Erhöhung des Kraftfutteranteils bis auf 55:30:15 verschoben werden 
(PENNER et al. 2009b, NOZIÈRE et al. 2011). 
SCFAs können bis zu 75 % des Energiebedarfs eines adulten Schafes liefern, sind 
aber auch Hauptenergiequelle für das Vormagenepithel (BERGMAN et al. 1965, 
BUGAUT. 1987, BRITTON und KREHBIEL. 1993). Der überwiegende Teil der im 
Vormagen produzierten SCFAs wird dafür direkt über das Pansenepithel absorbiert 
und nur ein geringerer Teil gelangt über den Labmagen in den Darm (ASCHENBACH 
et al. 2011). Um der großen Menge anflutender SCFAs gerecht zu werden, bedarf es 
effizienter Resorptionsmechanismen im Pansenepithel, welche im Folgenden 
vorgestellt werden sollen. 
2.2 Transport kurzkettiger Fettsäuren über das Pansenepithel 
Das Pansenepithel muss zum einen Nährstoffe aus dem Pansenlumen aufnehmen 
und teilweise verstoffwechseln und zum anderen unerwünschte Stoffe am Übertritt ins 
Körperinnere hindern. Dabei trägt die strukturelle Beschaffenheit des Epithels bereits 
einen wesentlichen Teil zur Erfüllung dieser Aufgaben bei: In den äußeren Schichten 




Strukturen in Form von Tight-Junctions zu finden, die einen parazellulären Transport 
vieler Substrate verhindern (GRAHAM und SIMMONS. 2005, STUMPFF et al. 2011). 
Um dennoch große Stoffmengen in die Blutbahn aufnehmen zu können, erleichtern 
sogenannte Gap-Junctions (Zell-Zell-Kanäle) den Transport von SCFAs und weiteren 
Substraten durch das Zytosol der Epithelzellen (transzellulär) von apikal nach 
basolateral (GRAHAM und SIMMONS. 2005). In diesem Sinne bildet das 
Pansenepithel ein funktionelles Synzytium, dessen apikale (zum Lumen orientierte) 
und basolaterale (zum Blut orientierte) Membranen besondere Hindernisse für die 
Resorption der Substrate darstellen. 
Die Aufnahme von SCFAs wurde lange Zeit überwiegend als passiver Transport 
angesehen, der vorrangig elektroneutral abläuft und ausschließlich vom 
Konzentrationsgradienten getrieben wird (RECHKEMMER et al. 1995). Der 
Konzentrationsgradient ist vom Pansenlumen ins Blut gerichtet, wobei die luminale 
SCFA-Konzentration Schwankungen zwischen ca. 70 bis 150 mM unterliegt 
(NIKKHAH. 2012, VAN LINGEN et al. 2017). Nach BERGMAN (1990) erreicht die 
SCFA-Konzentration im Blut hingegen Werte zwischen 1 bis 2 mM. Diese 
Konzentrationsunterschiede zwischen Pansenlumen und Blut bilden die Grundlage 
der starken Triebkraft für die SCFA-Resorption aus dem Pansenlumen. 
Die Aufnahme der SCFAs in die Epithelzellen und die Abgabe ins Blut kann durch 
verschiedene Mechanismen erfolgen: Mittels parazellulärer Permeation, transzellulär 
durch lipophile Diffusion und unter Zuhilfenahme von Transportproteinen und Kanälen.  
Die parazelluläre Permeation scheint allerdings eine geringe Rolle zu spielen. Das liegt 
darin begründet, dass die oben beschriebenen Tight-Junctions eine sehr effiziente 
Abdichtung zwischen den Epithelzellen gewährleisten, was den parazellulären 
Übertritt von Substraten erschwert. Auch experimentelle Daten sprechen gegen einen 
parazellulären Übertritt: Da die SCFAs im Pansenlumen zum großen Teil als Anionen 
vorliegen (siehe unten) wäre ein parazellulärer Transport elektrogen. Dieser müsste 
folglich durch eine Änderung der transepithelialen Potenzialdifferenz beeinflusst 
werden können. Eine deutliche parazelluläre elektrogene Permeation macht jedoch 
nur einen vernachlässigbaren Teil der gesamten SCFA-Permeation aus (SEHESTED 
et al. 1999b, RACKWITZ. 2012). 
2.2.1 Apikale Aufnahme in das Pansenepithel 
Lange Zeit wurde die passive Aufnahme von protonierten SCFAs (HSCFAs) als 
Hauptmechanismus für die apikale Resorption angesehen. Der Umfang dieser wird 
allerdings zunehmend in Frage gestellt: Rechnerisch nimmt mit zunehmender 
Kettenlänge der Fettsäuren (Azetat < Propionat < Butyrat) aufgrund der gesteigerten 




(DIJKSTRA et al. 1993) und in vitro (SEHESTED et al. 1999a) konnte eine 
entsprechende Zunahme der Absorptionsraten der drei SCFAs jedoch nur in viel 
geringerer Ausprägung als rechnerisch ermittelt beobachtet werden (WALTER und 
GUTKNECHT. 1986, GÄBEL et al. 2002). Zweifel an einer vorrangig lipophilen 
Diffusion der SCFAs werden auch durch eine geringe Abhängigkeit der SCFA-
Resorption vom pH-Wert verstärkt: Eine Abnahme des pH-Wertes verschiebt das 
Verhältnis von HSCFA:SCFA- gemäß der Henderson-Hasselbalch-Gleichung 




zugunsten der protonierten Fettsäuren, wodurch sich wiederum die Aufnahme über 
lipophile Diffusion erhöhen sollte. Im Bereich des physiologischen pH-Wertes des 
Schafpansens von 5,5 bis 7,0 (VON ENGELHARDT et al. 2015) liegen die SCFAs, 
deren pKS-Wert ~4,8 beträgt (CISTOLA et al. 1982), v. a. als dissoziierte Säuren 
(SCFA-) vor (ASCHENBACH et al. 2011). Eine experimentelle Senkung des pH-
Wertes führte zwar zu einer Steigerung der Transportrate für SCFAs, jedoch auch hier 
weitaus geringer als rechnerisch nach obenstehender Gleichung vorausgesagt 
(KRAMER et al. 1996, SEHESTED et al. 1999a). Schließlich konnte nach einer 
Erhöhung der luminalen SCFA-Konzentration eine stetige, lineare Zunahme der 
Transportkapazitäten für Azetat, jedoch nicht für Butyrat und Propionat festgestellt 
werden (DIJKSTRA et al. 1993, SEHESTED et al. 1999b). Dies spricht im Fall von 
Butyrat und Propionat gegen eine überwiegende Aufnahme per Diffusion. 
All diese Untersuchungen weisen zwar auf eine Beteilung einer lipophilen Diffusion 
von HSCFAs hin, zeigen jedoch auf, dass dies nicht der alleinige 
Aufnahmemechanismus für Fettsäuren aus dem Pansenlumen sein kann. Die 
Resorption über Protein-vermittelte Mechanismen scheint ein weiterer Weg zu sein. 
So fanden RECHKEMMER et al. (1995) und auch KRAMER et al. (1996) frühzeitig 
Hinweise auf einen apikalen Anionenaustauscher im Pansenepithel. In diversen in 
vitro-Studien wurde der SCFA--Transport als sensitiv gegenüber Inhibitoren von 
Anionenaustauschern (4,4´-Diisothiocyano-2,2´-stilbendisulfonsäure (DIDS) sowie 
Nitrat (NO3-)) und Cl- charakterisiert (RECHKEMMER et al. 1995, KRAMER et al. 1996, 
ASCHENBACH et al. 2009). Überdies wurde eine teilweise Abhängigkeit von HCO3-
belegt (SEHESTED et al. 1999b, ASCHENBACH et al. 2009). Diese Untersuchungen 
deuten auf einen Austauschmechanismus mit HCO3- hin. Mögliche Kandidaten für 
diese Antiporter wurden v. a. auf Ebene der Genexpression detektiert: Sowohl der 
Anionenaustauscher 2 (engl. anion exchanger 2, AE2) als auch Down-regulated in 
Adenoma (DRA) und der Putative Anionentransporter 1 (PAT1) konnten als Boten-
ribonukleinsäure (engl. messenger ribonucleic acid, mRNA) im Pansenepithel 
nachgewiesen werden (BILK et al. 2005). Es konnte bereits gezeigt werden, dass die 
Genexpression dieser Transporter hochreguliert wird, wenn der luminale pH-Wert 




et al. 2014). Dies könnte als eine Adaptation der Resorptionsvorgänge an 
schwankende luminale Konditionen interpretiert werden und somit für eine Beteiligung 
genannter Antiporter an der SCFA-Resorption sprechen. Es fehlen bislang jedoch 
funktionelle Untersuchungen, die die Beteiligung dieser SCFA--/HCO3--Austauscher an 
der SCFA-Resorption eindeutig belegen. 
Neben der Beteiligung von Anionenaustauschern an der luminalen Aufnahme von 
SCFAs wird auch die Beteiligung eines MCT bzw. eines Na+-gekoppelten MCT 
(SMCT) diskutiert. Von dem MCT wird angenommen, dass er SCFA- im Symport mit 
H+ über die apikale Membran des Pansenepithels transportieren könnte. Die MCT4-
Isoform wurde immunhistochemisch in den apikalen Schichten des Pansenepithels 
nachgewiesen (KIRAT et al. 2007). Funktionelle Untersuchungen des Transporters 
sind bislang zwar teilweise widersprüchlich, deuten aber darauf hin, dass dessen 
quantitative Rolle an der Gesamt-SCFA-Aufnahme vermutlich gering ist (KIRAT et al. 
2006b, ASCHENBACH et al. 2009). Untersuchungen von RACKWITZ et al. (2012) 
lassen auf die Beteiligung eines SMCT1 schließen, der anstelle von H+ (wie beim 
MCT4) Na+-Ionen im Symport mit SCFA- transportiert. 
Abgesehen von den bisher erläuterten elektroneutralen Aufnahmemechanismen 
liegen auch Hinweise für einen teilweise elektrogenen SCFA-Transport vor. 
Elektrophysiologische Untersuchungen an kultivierten Pansenepithelzellen sowie 
isolierten Pansenepithelien unterstützen die Annahme eines Anionenkanals, der für 
Azetat (evtl. auch Butyrat und Propionat) passierbar ist (SEHESTED et al. 1999b, 
STUMPFF et al. 2009, GEORGI et al. 2014, RACKWITZ und GÄBEL. 2018). 
Insgesamt lässt sich schlussfolgern, dass sich die relativen Anteile der bisher 
beschriebenen Transportvorgänge an der Resorption von SCFAs in das Pansenepithel 
bislang nicht eindeutig abgrenzen lassen, da sie zum einen von äußeren Einflüssen 
(z. B. der Fütterung) abhängig sind (CHIBISA et al. 2015), aber sich vermutlich auch 
für die einzelnen SCFAs uneinheitlich gestalten. So postuliert PENNER (2014) in 
einem Review, dass die verschiedenen SCFAs unterschiedliche Aufnahmewege 
bevorzugen, sodass z. B. Azetat v. a. auf HCO3--abhängige Weise resorbiert wird, 
wohingegen Butyrat eher HCO3--unabhängig aufgenommen wird. Die Bedeutung des 
elektrogenen Transportes an der Gesamtresorption von SCFAs im Pansenepithel ist 
bislang ungeklärt, scheint aber insgesamt unbedeutend zu sein (RACKWITZ und 
GÄBEL. 2018). 
2.2.2 Basolaterale Ausschleusung in den Blutstrom 
Betrachtet man die basolaterale Abgabe der Fettsäuren und derer durch Katabolismus 
im Epithel entstandenen Metaboliten (siehe 2.3 Metabolisierung kurzkettiger 




als vernachlässigbar: Zunächst liegen bei einem intrazellulären pH-Wert von ca. 7,4 
nahezu alle SCFAs dissoziiert vor (MÜLLER et al. 2000). Diese SCFA- wie auch die 
im Katabolismus entstehenden Ketonkörper sind wenig lipophil und passieren somit 
schlecht die Zellmembran (LEO et al. 1971). Da auch der pH-Wert im Blut ca. 7,4 
beträgt (SINET et al. 1985), liegt gemäß der oben beschriebenen Henderson-
Hasselbalch-Gleichung unter physiologischen Bedingungen kein oder nur ein geringer 
HSCFA-SCFA--Gradient vor, sodass auch der Antrieb für die passive Diffusion aus 
dem Zytosol in Richtung Blut wegfällt.  
Daher ist anzunehmen und auch untersetzt, dass auch basolateral Proteine 
maßgeblich an der Abgabe von SCFAs in das Blut beteiligt sind. Gemäß in vitro-
Untersuchungen wird ein beträchtlicher Teil des SCFA-Transportes durch basolaterale 
Anionenaustauscher vermittelt (DENGLER et al. 2014). Die obengenannten 
Genexpressionsanalysen von BILK et al. (2005) legen nahe, dass HCO3--Austauscher 
wie AE2, DRA und PAT1 an diesem Transport über das Pansenepithel beteiligt sind. 
Allerdings konnte bislang lediglich PAT1 immunhistochemisch in den basolateralen 
Zellschichten des Pansenepithels nachgewiesen werden (ALAMEEN OMER et al. 
2014). Neben diesen klassischen HCO3--Austauschern spielt auch der MCT1 für den 
Efflux in den Blutstrom eine entscheidende Rolle: Nachdem die Expression des 
Proteins besonders markant in den Zellen des Stratum basale dargestellt werden 
konnte (MÜLLER et al. 2002, GRAHAM et al. 2007), wurde er als Transporter für 
SCFA-Metaboliten (v. a. Laktat, β-Hydroxybutyrat (β-HB) sowie Azetoazetat) als auch 
SCFA- selbst charakterisiert, die sowohl im Symport mit H+ als auch im Antiport mit 
HCO3- transportiert werden können (MÜLLER et al. 2002, KIRAT et al. 2006b, 
DENGLER et al. 2014). 
Ähnlich der apikalen Aufnahme wird auch ein elektrogener Efflux der SCFA- in das Blut 
diskutiert: STUMPFF et al. (2009) und GEORGI et al. (2014) fanden an kultivierten 
Pansenepithelzellen eine Anionen-Leitfähigkeit für SCFAs und verorten diese als 
Maxi-Anionen-Kanal in der basalen Zellmembran des Pansenepithels. Die Bedeutung 
des Kanals ist in vivo jedoch noch nicht ermittelt.  
Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass bereits eine Vielzahl an 
Transportvorgängen zur apikalen Aufnahme der SCFAs aus dem Pansenlumen wie 
auch zur basolateralen Abgabe in den Blutkreislauf charakterisiert sind. Diese 
Vorgänge laufen vermutlich parallel und bilden dadurch ein redundantes System, 
sodass der Transport von SCFAs unter vielen Bedingungen sichergestellt ist. Dabei 
scheinen hauptsächlich elektroneutrale Prozesse stattzufinden, die überwiegend 
durch Proteine vermittelt werden.  
Die SCFA-Resorption sichert nicht nur die nutritive Versorgung des gesamten 




Deshalb soll im nächsten Kapitel der intraepitheliale Metabolismus eingehend 
vorgestellt werden. 
2.3 Metabolisierung kurzkettiger Fettsäuren im Pansenepithel 
SCFAs werden im Pansenepithel in unterschiedlichem Ausmaß katabolisiert. Dies 
dient zunächst der Ernährung des Epithels selbst, das im Gegensatz zu vielen 
weiteren Geweben SCFAs anstatt Glucose oder Glutamin als wesentliche 
Energiequelle nutzt (BRITTON und KREHBIEL. 1993). Daneben fördert der 
intraepitheliale Abbau der SCFAs auch den Erhalt des SCFA-
Konzentrationsgradienten über die apikale Membran, wodurch die Fettsäuren leichter 
aufgenommen werden können (GÄBEL et al. 2001). Ein weiterer Vorteil des 
Katabolismus ist die Produktion der Ketonkörper selbst, die in den peripheren 
Geweben als Energielieferanten bzw. im Euter zur Milchfettsynthese genutzt werden 
können (REYNOLDS et al. 1988, GÄBEL et al. 2002). Schließlich kann durch den 
Abbau der SCFAs eine mögliche Schadwirkung durch übermäßige SCFA-Anflutung, 
v. a. durch Butyrat, vermieden werden. Auf diese wird im Kapitel 2.6 Rolle des Butyrats 
bzw. noch genauer in Publikation 1, Catabolism of SCFA in the ruminal epithelium and 
its advantages eingegangen. 
Zum Ausmaß des intraepithelialen Katabolismus bestehen unterschiedliche Angaben, 
sodass die Metabolisierungsraten für Azetat, Propionat bzw. Butyrat zwischen 30 %, 
50 % bzw. 90 % der intraruminal produzierten SCFAs (BERGMAN. 1990) bis zu 16 %, 
33 % respektive 70 % der intraruminal infundierten SCFAs (NOZIÈRE et al. 2000) 
angegeben werden. KRISTENSEN et al. (2000a) postulieren, dass die Azetat-
Metabolisierung schwer abzuschätzen sei und möglicherweise unterschätzt werde, da 
diese Fettsäure durch Interkonversion aus Butyrat, Isovalerat oder Valerat 
metabolisiert werden könnte (SEHESTED et al. 1999a). Unabhängig vom genauen 
Ausmaß sind sich alle Autoren jedoch einig, dass Butyrat am stärksten 
verstoffwechselt wird, wobei neben CO2 insbesondere β-HB und Azetoazetat als 
Metaboliten entstehen (WEIGAND et al. 1975, SEHESTED et al. 1999a, 
KRISTENSEN und HARMON. 2004b). Das anfallende CO2 reagiert mithilfe der 
zytosolischen Carboanhydrase (BOND et al. 2019) über H2CO3 zu HCO3- und H+. Dies 
liefert die Substrate sowohl für die apikalen oder basolateralen HCO3--
Anionenaustauscher (BILK et al. 2005, ASCHENBACH et al. 2009) als auch für die 
NHEs oder MCTs (MÜLLER et al. 2000, MÜLLER et al. 2002, RABBANI et al. 2011). 
Die Metabolisierung dient also nicht nur der Ernährung des Epithels, sondern verstärkt 
durch die Substratbereitstellung auch die Resorption der SCFAs, während zeitgleich 
der intrazelluläre pH-Wert reguliert wird (siehe 2.4.2 pH-Regulation des 
Pansenlumens). Das unterschiedliche Ausmaß der Metabolisierung der einzelnen 




KRISTENSEN und HARMON. 2004b, NOZIÈRE et al. 2010) als auch auf 
unterschiedliche (sich gegenseitig hemmende) aktivierende Azyl-CoA-Synthetasen 
(LEIGHTON et al. 1983, HARMON et al. 1991, BOND et al. 2019) zurückgeführt 
werden. Da die Ketogenese vorrangig mitochondrial assoziiert ist (LEIGHTON et al. 
1983), verorten PENNER et al. (2011) diese v. a. in den basalen Schichten des 
Pansenepithels, da dort die meisten Mitochondrien nachgewiesen wurden (GRAHAM 
und SIMMONS. 2005). 
Untersuchungen von PENNER et al. (2009b) weisen darauf hin, dass sich die 
intraepitheliale Metabolisierung an zunehmende SCFA-Konzentrationen anpasst. So 
konnte in einem Fütterungsversuch an Rindern eine positive Korrelation zwischen der 
ruminalen Butyrat- und Propionatproduktion und der Plasmakonzentration von β-HB 
(als Marker der intraepithelialen SCFA-Verstoffwechselung) festgestellt werden. Bei 
künstlich erhöhter Butyrat-Zufuhr nimmt die β-HB-Konzentration in der Portalvene 
jedoch nicht adäquat zu (KRISTENSEN und HARMON. 2004a). Es ist also davon 
auszugehen, dass das Pansenepithel durchaus in der Lage ist, in gewissem Ausmaß 
seine katabolen Prozesse an veränderte Fütterungsbedingungen anzupassen, es hier 
aber auch Grenzen gibt. 
Es muss folglich festgestellt werden, dass Butyrat für die im Pansenepithel 
entstehenden Ketonkörper als wichtigstes Substrat dient, das nach momentanem 
Kenntnisstand vorwiegend in den basalen Bereichen des Epithels abgebaut wird. Das 
Ausmaß des Abbaus kann vermutlich durch erhöhte Kraftfuttergabe in gewissem 
Rahmen gesteigert werden. Die Regulation dieser Anpassung ist bislang noch unklar. 
2.4 pH-Homöostase 
2.4.1 pH-Regulation des Pansenlumens 
Da wie bereits dargelegt im Vormagensystem große Mengen an SCFAs anfluten, 
führen die hierdurch anfallenden H+ auch zu einer Beeinflussung des luminalen pH-
Wertes. Während BERGMAN (1990) für Schafe eine physiologische Spanne des 
intraruminalen pH-Wertes von 5,8-6,8 vermerkt, verweisen ASCHENBACH et al. 
(2011) auf inhomogene pH-Werte in verschiedenen Bereichen des Retikulorumens, 
die teilweise Abweichungen bis zu 0,73 pH-Einheiten aufweisen (DUFFIELD et al. 
2004, ZEBELI et al. 2008). Wird vom Pansen-pH-Wert im Allgemeinen gesprochen, so 
ist meist der pH-Wert im Bereich des ventralen Pansensacks gemeint (ASCHENBACH 
et al. 2011). 
Nach der Fütterung kommt es zu einer Erhöhung der SCFA-Konzentration und einem 
parallelen Absinken des pH-Wertes im Pansenlumen (ALLEN. 1997). Die verstärkte 
Freisetzung von Säureäquivalenten (v. a. SCFAs), mit der das Absinken des pH-




Speichelsekretion, die dem Pansenlumen vermehrt puffernde Substanzen wie HCO3- 
zuführt (ALLEN. 1997). Die HCO3--Sekretion über das Pansenepithel im Zuge der oben 
beschriebenen Transportvorgänge wirkt hierbei mehr als unterstützend. Sie kann in 
ähnlichen quantitativen Bereichen liegen wie die Bereitstellung von HCO3- aus dem 
Speichel (ALLEN. 1997). Somit gibt das Pansenepithel nicht nur HCO3- als Puffer an 
das Lumen ab, sondern verringert zusätzlich die luminale Säurelast durch Resorption 
der SCFAs. Neben der Abpufferung durch den Speichel und die Pansenwand, dienen 
auch das Futter sowie dessen Futterabbauprodukte zur Neutralisierung der Säuren 
(ALLEN. 1997). Die allgemein vorherrschenden Puffersysteme sind neben dem 
offenen Bikarbonatpuffer Phosphate, SCFAs selbst, Laktat, Ammoniak (NH3) sowie 
Proteine und Aminosäuren (ASCHENBACH et al. 2011). Trotz dieser zahlreichen 
Puffersysteme kann eine sehr kraftfutterreiche Fütterung das Säure-Basen-
Gleichgewicht des Vormagens stark gefährden, was sich in Untersuchungen an 
Schafen von PENNER et al. (2009b) in einer deutlichen Verminderung des 
durchschnittlichen als auch niedrigsten pH-Wertes sowie langandauernden Perioden 
mit pH-Werten unter 5,8 äußerte. Wenngleich das Vormagensystem also 
Anpassungen an verschiedene Fütterungsregimes durch eine Erhöhung des 
Speichelflusses, eine vermehrte SCFA-Resorption oder eine verstärkte Sekretion 
puffernder Substanzen vornehmen kann, ist dies doch begrenzt und muss zur 
Gesunderhaltung der Hauswiederkäuer besonders beachtet werden. 
Neben den bereits erwähnten HCO3--Austauschern in den apikalen Zellschichten des 
Pansenepithels spielen auch NHEs eine Rolle in der Regulation des pH-Wertes im 
Pansenlumen: In den lumenseitigen Zellschichten des Pansenepithels wurden bislang 
NHE1 und NHE3 immunhistochemisch nachgewiesen (GRAHAM et al. 2007, 
RABBANI et al. 2011), welche H+ aus dem Zytosol im Austausch mit Na+ in das 
Pansenlumen abgeben können und dementsprechend zur Ansäuerung des Lumens 
beitragen. 
Obgleich ein möglichst konstantes pH-Milieu im Pansenlumen für die Arbeitsweise der 
vorhandenen Mikroben wünschenswert ist, so ist dies doch stets mit der Regulation 
des pH-Wertes im Inneren der Epithelzellen verbunden. Daher soll im Folgenden auf 
diese genauer eingegangen werden. 
2.4.2 pH-Regulation des Pansenepithels 
Unter physiologischen Bedingungen ist das Pansenepithel aufgrund der 
Fermentationsprozesse im Lumen sowie seiner Resorptionsmechanismen für SCFAs 
einer permanenten Ansäuerung ausgesetzt: Zunächst wirken die apikal 
aufgenommenen SCFAs selbst als schwache Säuren, da sie einen pKS-Wert von ~4,8 
aufweisen (CISTOLA et al. 1982). Wie bereits erläutert, werden diese Fettsäuren 




im Zytosol dissoziieren) resorbiert (DIJKSTRA et al. 1993, PENNER et al. 2009a), 
sodass in beiden Fällen eine Verminderung des intrazellulären pH-Wertes erfolgt. 
Schließlich kommt es zur Resorption (ASH und DOBSON. 1963) des stark lipophilen 
Säureäquivalentes CO2 (Abbauprodukt der mikrobiellen Fermentation, aus der HCO3-
-Umsetzung sowie der intrazellulären Decarboxylierung der SCFAs; BERGMAN. 1990, 
MÜLLER et al. 2000). Zum Ausgleich dieser anfallenden Säureäquivalente bzw. der 
verringerten HCO3--Konzentration bedarf es folglich effizienter gegenregulatorischer 
Mechanismen der Epithelzellen, um eine Azidifizierung des Zytosols zu vermeiden. 
Laut CHAO et al. (2018) herrschen in Säugetierzellen hauptsächlich vier Typen der 
Regulation des intrazellulären pH-Wertes (pHi) vor: Neben intrazellulären 
Puffersystemen (z. B. Proteine oder Bikarbonatpuffer) existieren Transporter, die 
entweder Säureäquivalente ausschleusen (z. B. NHEs) oder ansäuernd wirken (z. B. 
Cl-/HCO3--Anionenaustauscher). Die Familie der MCTs wirkt als vierter Typ der pHi-
Regulation je nach Konzentrationsgradient der Substrate als Protonen-Aufnehmer 
oder -Ausschleuser (CHAO et al. 2018). 
Diese für Säugetierzellen im Allgemeinen gültigen Regulationstypen des pHi spielen 
auch im Pansenepithel eine wesentliche Rolle: So konnten in epithelialen 
Plasmamembranen einerseits z. B. NHEs als Säureäquivalent-Ausschleuser und der 
MCT1 als ambivalenter Transporter, aber andererseits auch die zytosolische 
Carboanhydrase als Katalysator im CO2/HCO3--Puffersystem nachgewiesen werden 
(BOND et al. 2019). Zu den wichtigsten Anionenaustauschern im Pansen gehören 
vermutlich die von BILK et al. (2005) auf mRNA-Ebene nachgewiesenen HCO3--
Transporter PAT1, DRA und AE2. Der von HUHN et al. (2003) entdeckte und 
basolateral vermutete Natrium-HCO3--Ko-Transporter führt ebenfalls zu einer HCO3--
Aufnahme aus dem Blut. 
Bezüglich der Säureäquivalent-Ausschleuser ist anzunehmen, dass sowohl der NHE3 
als auch der NHE1 apikal an der Homöostase des Epithels beteiligt sind, da beide 
Isotypen immunhistochemisch im Pansen des Rindes und z. T. auch des Schafes in 
den apikalen Epithelschichten nachgewiesen werden konnten (GRAHAM et al. 2007, 
RABBANI et al. 2011). Im Zuge einer verstärkten epithelialen Ansäuerung konnte eine 
Zunahme der Aktivität der NHEs in Pansenepithelzellen nachgewiesen werden 
(MÜLLER et al. 2000, PENNER et al. 2011), was deren Bedeutung in der Anpassung 
an variierende pH-Werte aufzeigt. Während der NHE3 auch funktionell im Epithel des 
Schafpansens nachgewiesen wurde (RABBANI et al. 2011), ist dies für den NHE1 
bislang noch nicht weiter untersucht. Neben den NHEs konnten ETSCHMANN et al. 
(2006) einer vH+-ATPase (Vakuoläre H+-Adenosintriphosphatase) eine zentrale Rolle 




MCTs sind – wie in anderen Säugetierzellen – auch im Pansen von entscheidender 
Bedeutung. Der luminal orientierte MCT4 könnte SCFAs aus dem Pansenlumen im 
Symport mit H+ aufnehmen (KIRAT et al. 2007, HALESTRAP. 2013). Vermutlich spielt 
dies jedoch unter physiologischen Bedingungen nur eine geringe Rolle 
(ASCHENBACH et al. 2009). MCT2 wie auch MCT4 konnten basal des Stratum 
corneum als schwaches, diffus intrazelluläres Signal immunhistochemisch 
nachgewiesen werden (GRAHAM et al. 2007, KIRAT et al. 2007). Diese zwei 
Isoformen könnten daher an der pH-Regulation sowie dem Monocarboxylattransport 
zwischen intrazellulären Organellen und dem Zytosol beteiligt sein (KIRAT et al. 2007). 
Dies würde die Stabilisierung des pH-Wertes im Zytosol unterstützen und könnte die 
Zelle vor metabolischen Entgleisungen bewahren. MCT1 hingegen ist entscheidend 
an der basolateralen Ausschleusung sowohl von SCFAs und deren Metaboliten als 
auch an der Alkalisierung des Epithels durch den Symport mit H+ bzw. den Antiport mit 
HCO3- beteiligt (MÜLLER et al. 2002, DENGLER et al. 2014). Sofern der apikale MCT4 
in vivo von quantitativer Bedeutung sein sollte, trägt dieser also im Gegensatz zu 
MCT1 und den intrazellulären MCTs immer zu einer Azidifizierung des Zytosols bei, 
während MCT1 stets mit einer Alkalisierung des Epithels verbunden ist. Die MCTs in 
den Membranen der Zellorganellen könnten hingegen Schwankungen des pH-Wertes 
in beide Richtungen ausgleichen. 
2.5 Anpassungsmechanismen des Pansenepithels 
Fütterungsstudien mit zum Teil starken Änderungen der Ration zeigten wiederholt eine 
große Anpassungsfähigkeit des Pansenepithels an variierende Bedingungen 
(KLEVENHUSEN et al. 2013, SCHURMANN et al. 2014). Die zugrundeliegenden 
Signalwege zur Verstärkung oder Verminderung der Aktivität von Transportproteinen 
der pH-Regulation sind bislang jedoch nur unzureichend untersucht und von großem 
Interesse für die vorliegende Arbeit. Ein besseres Verständnis dieser Mechanismen 
könnte letztlich auch zur Minderung des Risikos einer fütterungsbedingten 
Pansenazidose der Wiederkäuer beitragen und ist daher sowohl im Sinne des 
Tierwohls als auch ökonomisch relevant. 
Da Wiederkäuer im Rahmen der Nutztierhaltung in Industrienationen einer wesentlich 
kraftfutterreicheren Diät ausgesetzt sind als dies evolutionär bedingt in ihren 
natürlichen Habitaten vorkommt (HACKMANN und SPAIN. 2010, KLEVENHUSEN et 
al. 2013), wurden in den vergangenen Jahrzehnten auch vermehrt die 
Anpassungsmöglichkeiten des Pansenepithels an unterschiedliche 
Fütterungsbedingungen untersucht. Dabei trat eine Vielzahl bemerkenswerter 
Adaptationen zutage: 
Bei einer starken Futterreduktion bzw. einem vollständigen Futterentzug wurde bei 




die mit einer verringerten SCFA-Resorption und dem Auftreten eines alkalischen 
intraruminalen pH-Wertes einherging, beobachtet (GÄBEL et al. 1993, ALBORNOZ et 
al. 2013). Dabei fiel z. T. eine tendenziell verminderte Azetat-Aufnahme auf, 
wohingegen die Aufnahme von Propionat und Butyrat verhältnismäßig unbeeinflusst 
blieb (ZHANG et al. 2013). Die Autoren mutmaßten, dass dies an einer verminderten 
Aktivität epithelialer Zellen bzw. einer Herunterregulation von Transportproteinen für 
die Azetat-Resorption liegen könnte (ZHANG et al. 2013). Die Reduktion der 
Fütterungsmenge beeinflusst also die SCFA-Resorption und in diesem Zuge sowohl 
die pH-Regulation des Pansenlumens als auch das Milieu der Epithelzellen. 
Eine substratabhängige Anpassung der Transportvorgänge sowohl für SCFAs als 
auch für regulierende Puffersubstanzen an aktuelle Konditionen im Pansenlumen wäre 
aber nicht nur für restriktive Fütterungsregimes sinnvoll. Tatsächlich treten auch bei 
Zunahme der Fütterungsmenge bzw. der Energiedichte Veränderungen auf 
funktioneller und später auch morphologischer Ebene auf. So kommt es bei verstärkter 
Kraftfuttergabe zu einer Erhöhung der SCFA-Absorptionsraten (GÄBEL et al. 1991a). 
Solche Anpassungen an veränderte Fütterungsregimes konnten häufig bereits auf 
funktioneller Ebene wahrgenommen werden, obwohl morphologisch noch keine 
Adaptationen, wie eine Erhöhung der Gesamtoberfläche oder der Anzahl der 
Zellschichten des Epithels, feststellbar waren: Beispielsweise führte die Fütterung mit 
gesteigerter Kraftfuttermenge in der Ration wiederholt zu einer vermehrten Na+- als 
auch SCFA-Aufnahme in das Pansenepithel, während morphologische 
Veränderungen im Sinne einer vergrößerten Oberfläche oder histologisch sichtbarer 
Änderungen der Struktur des Pansenepithels ausblieben bzw. erst nach Wochen zu 
beobachten waren (SEHESTED et al. 1997, ETSCHMANN et al. 2009, SCHURMANN 
et al. 2014). SEHESTED et al. (1997) und ETSCHMANN et al. (2009) mutmaßten, 
dass Änderungen der Membranzusammensetzung bzw. der Einbau von 
Transportproteinen in die Zellmembran ursächlich für die erhöhte Resorption sein 
könnten. Dies wird unterstützt durch neuere Studien, die eine vermehrte mRNA-
Expression von Transportern, die in die SCFA-Aufnahme (DRA, AE2, MCT1) und pH-
Homöostase des Pansenepithels (NHEs) involviert sind, nach verstärkter 
Kraftfuttergabe registrierten (YAN et al. 2014). KLEVENHUSEN et al. (2013) und 
SCHURMANN et al. (2014) konnten zeigen, dass im Anschluss an 
Fütterungsversuche mit erhöhtem Kraftfutteranteil eine allgemein gesteigerte 
Permeabilität des Pansenepithels auftrat. Mehrere Untersuchungen deuten dabei 
darauf hin, dass eine Umstellung des Futters eine Änderung der quantitativen 
Bedeutung der einzelnen Absorptionswege für die verschiedenen SCFAs hervorruft 
(SCHURMANN et al. 2014, CHIBISA et al. 2015). 
Neben diesen funktionellen Anpassungen kommt es langfristig auch zu 




an laktierenden Rindern am deutlichsten sechs Wochen nach Fütterungsumstellung 
von rohfaserreichem auf konzentratreiches Futter sichtbar werden (LIEBICH et al. 
1987). Dabei reagiert das Epithel oftmals mit einer Anpassung der Gesamtoberfläche 
sowie der Zellanzahl der einzelnen Epithelschichten an ein variierendes 
Nahrungsangebot (KAUFFOLD et al. 1975, DIRKSEN et al. 1984, GÄBEL et al. 1987). 
Auch in pathologischen Situationen zeigt das Pansenepithel große 
Adaptationsfähigkeiten: STEELE et al. (2011) konnten bei erhöhter Kraftfuttergabe bei 
Rindern eine sogenannte „subakute Pansenazidose“ (engl. subacute ruminal acidosis, 
SARA) induzieren, die innerhalb der ersten Woche eine verminderte Integrität des 
Epithels hervorrief. Diese äußerte sich in mikroskopisch sichtbaren Läsionen und 
verminderten Tight-Junction-Proteinen (STEELE et al. 2011). Anschließend kam es zu 
Anpassungsreaktionen der Mukosa, sodass die Schichtdicke des Epithels und die 
Integrität der Epithelzellen wieder zunahmen (STEELE et al. 2011). Untersuchungen 
von PENNER et al. (2009a) an Schafen weisen jedoch darauf hin, dass diese 
Anpassungsreaktionen nicht immer gleichartig ablaufen: So konnten nach der oralen 
Applikation von Glucose die Versuchstiere entsprechend ihres Pansen-pH-Wertes in 
SARA-sensible (d. h. der pH-Wert lag für mehr als 20 Minuten unter 5,8) und nicht-
reaktive Tiere eingeteilt werden. In anschließenden Untersuchungen in Ussing-
Kammern wiesen die Epithelien der nicht-reaktiven Tiere signifikant höhere 
Absorptionsraten von Azetat und Butyrat auf (PENNER et al. 2009a). Es scheinen 
folglich tierindividuelle Kapazitäten für die Anpassung an Fütterungsveränderungen 
vorzuliegen, deren geringe Ausprägung bei einigen Individuen zu pathologischen 
Erscheinungen wie SARA führen könnten. 
Abschließend lässt sich also feststellen, dass als Reaktion auf ein verändertes 
Fütterungsregime sowohl morphologische Veränderungen im Rahmen des gesamten 
Epithels als auch funktionelle Änderungen der einzelnen Zellen auftreten. Die unter 
2.2 Transport kurzkettiger Fettsäuren über das Pansenepithel dargelegte Vielzahl an 
SCFA-Transportwegen beruht auf einer Redundanz von v. a. Protein-vermittelten 
Aufnahmemechanismen. Hinter den hier beschriebenen funktionellen, zellulären 
Anpassungen des Pansenepithels wird oftmals eine Änderung der Dichte dieser 
Transportproteine oder deren Aktivität vermutet. Eine Anpassung der quantitativen 
Anteile der einzelnen Transportwege an das Substratangebot wäre für den 
Organismus günstig, um nicht alle Transportprozesse unter hohem Energieaufwand 
permanent gleichermaßen aktiv zu halten. Dies würde jedoch bedeuten, dass das 
Epithel die veränderten luminalen Verhältnisse detektieren kann und 
dementsprechend beständig geringgradige Adaptationen der Vorgänge im Epithel 
vornehmen muss. Die möglichen epithelialen Sensoren sowie die Regulation der 
darauf folgenden Anpassungsprozesse, insbesondere der Steuerung für pH-regulative 




2.6 Rolle des Butyrats 
Unter den im Vormagen produzierten SCFAs kommt Butyrat eine besondere Rolle zu, 
denn sowohl für den Darm als auch für den Vormagen gibt es Hinweise auf lokale, 
d. h. am Ort der Freisetzung wirkende, protektive und proliferative wie auch 
genomische Effekte dieser Fettsäure. In einem Review heben STILLING et al. (2016) 
die zahlreichen Auswirkungen von Butyrat im Gastrointestinaltrakt hervor, wobei der 
SCFA neben der Entzündungshemmung auch Einflüsse auf das Immunsystem und 
die Ausbildung von Tight-Junction-Proteinen zugewiesen werden. Die 
antiinflammatorischen Eigenschaften werden dabei v. a. auf die Inhibition des 
Nukleärer Faktor κB (NF-κB)-Signalweges und die Hemmung proinflammatorischer 
Zytokine zurückgeführt (BAILÓN et al. 2010, STILLING et al. 2016). Genomische 
Effekte wie die Hoch- und Herunterregulation verschiedener Tight-Junction-Proteine 
zur Stabilisierung der Darmbarriere werden dabei laut PLÖGER et al. (2012) oft über 
eine veränderte Histon-Azetylierung vermittelt. 
Während Untersuchungen im Darm vor allem auf die Rolle des Butyrats in 
Entzündungsprozessen abzielen, deuteten bereits frühe Untersuchungen im 
Vormagen von Wiederkäuern auf dessen positive Effekte für die Entwicklung des 
Pansens: Während bei neugeborenen Wiederkäuern das Pansenepithel Butyrat und 
Glucose in ähnlichem Ausmaß metabolisiert, stellt die Fettsäure das bevorzugte 
Substrat des Epithels im adulten Tier dar (BALDWIN und JESSE. 1992, BRITTON und 
KREHBIEL. 1993). Bereits 1959 gelangen SANDER et al. der Nachweis des positiven 
Einflusses von Propionat und Butyrat auf das Papillenwachstum des Pansens. Vor 
allem eine schnelle und starke Erhöhung der Butyrat-Konzentration scheint eine 
verstärkte Proliferation des ovinen Pansenepithels zu provozieren (SAKATA und 
TAMATE. 1978), was auf eine verstärkte Mitose und eine verminderte Apoptose (im 
Vergleich zu Propionat) zurückzuführen sein könnte (MENTSCHEL et al. 2001). Neben 
diesem stimulierenden Einfluss auf die Pansenpapillen scheint Butyrat auch auf die 
Pansenentwicklung im Allgemeinen einen positiven Einfluss zu haben. So zeigte sich 
eine verstärkte Zunahme des Vormagengewichtes (im Verhältnis zum Labmagen) von 
mit Na-Butyrat-supplementierten Bullenkälbern und Ziegen im Vergleich zu 
Kontrolltieren ohne Butyrat-Gabe (GORKA et al. 2009, MALHI et al. 2013).  
Die positive Wirkung auf das Vormagensystem konnte allerdings nicht nur bei 
Jungtieren beobachtet werden. In adulten Ziegen führte eine fünfmonatige 
Supplementierung von Butyrat in kraftfutterreicher Fütterung zu einer verminderten 
Toxin-Konzentration im Pansenlumen sowie einer antiinflammatorischen 
Stoffwechsellage des Pansenepithels im Vergleich zur Kontrollgruppe, was eine 
verbesserte Epithelintegrität und Barrierefunktion des Vormagensystems hervorrief 




Neben diesen positiven Effekten auf die morphologische Entwicklung liefern 
Untersuchungen zum Einfluss von Butyrat auf funktionelle Parameter wie die 
ruminalen Transportproteine teilweise kontroverse Ergebnisse: In vitro-
Untersuchungen des isolierten Pansenepithels deuten auf eine Hochregulation der 
SCFA-Transportproteine MCT1 und MCT4 auf Gen- und Proteinebene (DENGLER et 
al. 2015), während in vivo sowohl nur MCT1 (LAARMAN et al. 2012, LIU et al. 2019) 
als auch ausschließlich MCT4 (MALHI et al. 2013) durch Butyrat-Infusionen 
hochreguliert werden konnten. 
Im Gegensatz zu in vivo-Studien zeigten Untersuchungen in der Zellkultur für 
Propionat und Butyrat bereits in niedrigen Konzentrationen antiproliferative Effekte, die 
jedoch zum Teil durch die Applikation von Wachstumshormonen aufgehoben bzw. 
abgeschwächt werden konnten (NEOGRÁDY et al. 1989, BALDWIN. 1999). Die 
hemmenden Effekte in vitro deuten darauf hin, dass eine übermäßige Anflutung von 
unmetabolisiertem Butyrat sowohl im Vormagenepithel als auch im gesamten 
Wiederkäuerorganismus schädigende Effekte hervorrufen könnte, denen der 
Organismus zum einen durch den effektiven Abbau innerhalb des Pansenepithels und 
zum anderen durch die Freisetzung von modulierenden Hormonen und Kofaktoren 
entgegenwirkt (GÄBEL et al. 2001, PENNER et al. 2011, PLÖGER et al. 2012). 
Butyrat zeigt also im Pansenepithel analog zu anderen Geweben des 
Magendarmtraktes verschiedener Spezies positive Effekte auf die morphologische 
Entwicklung des Vormagensystems. Die Diskrepanz zwischen proliferativen in vivo-
Effekten und antiproliferativer Wirkung in vitro könnte (neben systemischen Wirkungen 
des Butyrats) möglicherweise auf eine vermehrte Metabolisierung von Butyrat 
innerhalb des Epithels zurückzuführen sein, sodass die in vivo nachgewiesenen 
Effekte eventuell nicht direkt durch Butyrat, sondern vielmehr durch dessen 
Metaboliten β-HB und Azetoazetat vermittelt werden. Zudem scheint Butyrat 
zumindest teilweise stimulierend für die vermehrte Ausprägung von (SCFA-) 
Transportproteinen der Vormagenschleimhaut zu sein. Der vorausgehende Signalweg 
ist bislang v. a. im Pansenepithel noch nicht weiter geklärt. Mögliche Kandidaten zur 
Detektion der vorhandenen SCFAs und damit der Initiierung von Signalkaskaden 
stellen sogenannte Fettsäurerezeptoren dar. Auf diese soll im folgenden Abschnitt 
näher eingegangen werden. 
2.7 Fettsäurerezeptoren 
Sämtliche bislang untersuchten FFARs gehören zur Gruppe der G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren, deren allgemeine speziesübergreifende Eigenschaften 




2.7.1 G-Protein-gekoppelte Rezeptoren 
G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPRs) gehören der heptahelikalen 
Transmembranprotein-Superfamilie an (ALEXANDER et al. 2019). Etwa die Hälfte der 
bekannten GPRs dienen der sensorischen Wahrnehmung von Gerüchen, Licht, 
Hormonen und Nährstoffen (ALEXANDER et al. 2019). Im Zellinneren sind diese 
Transmembranproteine gekoppelt an GTP-Bindungsproteine (G-Proteine), die aus 
einer α-, β- und γ-Untereinheit bestehen (ALEXANDER et al. 2011). Die Wirkung wird 
durch die katalytische α-Untereinheit bzw. den regulatorischen Komplex aus βγ-
Untereinheiten vermittelt (ALEXANDER et al. 2011). Die Aktivierung der 
Untereinheiten geschieht infolge einer Konformationsänderung nach Bindung des 
Liganden am Rezeptor (WEATHERBURN. 2015). Dabei gibt die α-Untereinheit 
Aufschluss über den Komplex an Signalkaskaden, der aktiviert werden kann 
(ALEXANDER et al. 2011). 
2.7.2 GPRs für SCFAs 
Zu den Rezeptoren, die kurzkettige Fettsäuren als Liganden haben, zählen der Freie 
Fettsäurerezeptor 2 (FFAR2), FFAR3 sowie GPR109A (PRIYADARSHINI et al. 2018). 
FFARs spielen u. a. eine wichtige Rolle in der Modulation des Immunsystems im Sinne 
einer schnelleren Erregerabwehr (HARA et al. 2014), wirken sich positiv auf Adipositas 
und die Darmgesundheit aus (KASUBUCHI et al. 2015) und modulieren das 
sympathische Nervensystem (ULVEN. 2012). Diese Rezeptoren wurden bisher v. a. 
in Nagern und im Menschen untersucht, sodass zunächst Erkenntnisse dieser Studien 
dargestellt werden. Weil den FFARs in verschiedenen Geweben eine wesentliche 
Rolle in der Wahrnehmung der Energieversorgung und der metabolischen Lage des 
Organismus zugewiesen wird, könnten sie auch in Wiederkäuern entscheidende 
Sensoren der SCFA-Produktion im Pansen darstellen. Daher folgt im Anschluss der 
aktuelle Kenntnisstand zu FFARs in Wiederkäuern. 
2.7.2.1 FFAR2 
Der FFAR2 wurde – wie auch der FFAR3 – vor allem im Ileum und Kolon der Ratte 
und des Menschen untersucht (GUILLOTEAU et al. 2010), wobei FFAR2-Proteine 
besonders in den Enterozyten der Villi als auch in enteroendokrinen Zellen der Krypten 
sowohl zytoplasmatisch als z. T. auch membranär angefärbt wurden (KARAKI et al. 
2008). 
Der FFAR2 ist sowohl mit einer Gαq-Untereinheit als auch mit einer Gαi-Untereinheit 
verknüpft, wodurch die Signalantwort abhängig vom Liganden unterschiedlich 
ausfallen kann und somit ein breiteres Anpassungsspektrum ermöglicht 
(PRIYADARSHINI et al. 2018). Die Aktivierung des Rezeptors kann dabei z. B. zu 




Ca2+-Konzentration oder der Verminderung intrazellulärer cAMP-Spiegel führen (LE 
POUL et al. 2003, HIRASAWA et al. 2008, HARA et al. 2014). In Bezug auf die 
verschiedenen Liganden des humanen FFAR2 postulierten BROWN et al. (2003) 
gleichwertige Affinitäten für Azetat, Propionat und Butyrat. In einem Review stellte 
ULVEN (2012) hingegen für Azetat und Propionat eine stärkere Bindungsaffinität als 
bei längerkettigen SCFAs (wie Butyrat) fest. Weitere Untersuchungen zeigten 
speziesspezifische Unterschiede zwischen dem Bindungsverhalten der einzelnen 
SCFAs in den Rezeptorvarianten von Mensch, Maus und Rind (HUDSON et al. 2012). 
Bisherige Untersuchungen ergaben für FFAR2 verschiedene Funktionen: So konnte 
neben der Inhibition der adipozytären Fettakkumulation eine verstärkte Sekretion des 
Glukagon-ähnlichen Peptids 1 (engl. glucagon-like peptide 1, GLP-1) im Kolon und 
dadurch auch ein Einfluss auf die Insulin-Sekretion und die systemische Insulin-
Sensitivität festgestellt werden (KASUBUCHI et al. 2015, MIYAMOTO et al. 2016). In 
verschiedenen experimentellen Ansätzen (Zellkultur, isoliertes Gewebe und Knockout-
Mausmodell) wurde die SCFA-induzierte intestinale GLP-1-Sekretion auf eine 
Aktivierung des FFAR2 und dessen Gαq-Untereinheit zurückgeführt (TOLHURST et al. 
2012, KAJI et al. 2014). 
Auch die Immunantwort im Darm scheint wesentlich über FFAR2 moduliert zu werden, 
was durch die Abwesenheit des Rezeptors zutage trat: FFAR2- und FFAR3-Knockout-
Mäuse zeigten im Kolon einerseits eine geringere Infiltration mit neutrophilen Zellen 
und weniger initiale Entzündungsreaktionen, langfristig wiesen diese Tiere jedoch 
sowohl im Kolon als auch systemisch eine höhere Pathogenlast auf (KIM et al. 2013). 
Der Rezeptor-Knockout wirkte sich also negativ auf die zellulären Abwehrreaktionen, 
demzufolge aber begünstigend auf das Milieu für pathogene Erreger aus. 
GANAPATHY et al. (2013) schlussfolgern, dass die Aktivierung von FFAR2 eine 
Unterdrückung des Immunsystems gegen ‚nützliche‘ Bakterien hervorruft, während es 
das Immunsystem gegen Pathogene aktiviert. 
2.7.2.2 FFAR3 
Bislang wurde FFAR3 im Fettgewebe, Darm und peripheren Nervensystem detektiert, 
wobei der Rezeptor dort in die Regulation der systemischen Energiebereitstellung 
involviert zu sein scheint, indem er die intestinale Gluconeogenese und die 
sympathische Aktivität reguliert (KASUBUCHI et al. 2015, MIYAMOTO et al. 2016). 
Untersuchungen deuten auf verschiedene Funktionen des Rezeptors abhängig vom 
jeweiligen Liganden hin: Während Propionat als Agonist eine katabole 
Stoffwechsellage stimuliert, fungiert β-HB im Rahmen der Ketogenese reduzierend auf 




Im Gegensatz zu FFAR2 ist FFAR3 nur an eine Gαi-Untereinheit gekoppelt (LE POUL 
et al. 2003). Dementsprechend führt eine FFAR3-Aktivierung wie bei FFAR2 u. a. zu 
einer Erhöhung der intrazellulären Ca2+-Konzentration oder verminderten cAMP-
Spiegeln (LE POUL et al. 2003, HIRASAWA et al. 2008, HARA et al. 2014). Die 
humane Rezeptorvariante wird von Propionat und Butyrat gleichermaßen aktiviert, 
wohingegen Azetat eine geringere Affinität aufweist (BROWN et al. 2003, HIRASAWA 
et al. 2008). 
Ähnlich dem FFAR2 scheint auch der FFAR3 in Sekretionsprozessen im Darm 
involviert zu sein. In verschiedenen Ansätzen wurde eine Beteiligung des Rezeptors 
an der Peptidhormon YY (PYY)- und GLP-1-Sekretion beobachtet (TOLHURST et al. 
2012, HARA et al. 2014, KAJI et al. 2014). Im Gegensatz zu Untersuchungen an 
Nagern und am Menschen konnte die stimulierende Wirkung von SCFAs auf die 
intestinale GLP-1- und PYY-Sekretion im Gewebe vom Schwein nicht bestätigt 
werden, was möglicherweise auf ein speziesspezifisches Bindungsverhalten der 
FFARs zurückzuführen ist (KAJI et al. 2014). Inwiefern derartige Abweichungen von 
den Erkenntnissen in Nagern und Mensch auch beim Wiederkäuern auftreten, ist 
größtenteils noch nicht weiter untersucht. 
Die Untersuchungen in Nicht-Wiederkäuerspezies räumen FFAR2 wie auch FFAR3 
zunehmend eine Rolle in der Vermittlung von intestinalen Sekretions- und 
Modulationsprozessen ein, die vermutlich durch im Darmlumen anflutende SCFAs 
initiiert werden. Da auch im Pansenlumen große Mengen an Fettsäuren vorkommen, 
stellen diese FFARs mögliche Kandidaten zur Wirkungsvermittlung von nicht-nutritiven 
Effekten der SCFAs (insbesondere Butyrat) dar. 
2.7.2.3 GPR109A 
Bislang konnte GPR109A sowohl in Immunzellen als auch in Adipozyten und im 
Pankreas nachgewiesen werden (PRIYADARSHINI et al. 2018). Zudem zeigten 
immunhistochemische Analysen eine Rezeptorexpression in den apikalen Membranen 
der Epithelien des distalen Dünn- und des Dickdarms auf (THANGARAJU et al. 2009). 
Ebenso wie die zwei zuvor genannten FFARs für SCFAs ist auch der GPR109A an 
eine Gαi-Untereinheit gekoppelt, sodass dessen Aktivierung ebenfalls mit 
verminderten cAMP-Spiegeln einhergeht (TUNARU et al. 2003). Zudem kann durch 
den regulatorischen βγ-Komplex eine Stimulation der Phospholipase C oder der 
Phosphatidyl-Inositol-3-Kinase-γ (PI3K-γ) erfolgen (GILLE et al. 2008). GPR109A ist 
auch als Niacin-Rezeptor bekannt, was auf der Aktivierung des Rezeptors in vitro 
durch das B-Vitamin Niacin beruht (TUNARU et al. 2003). Allerdings liegen die 
physiologischen Wirkspiegel des Vitamins im Organismus zu niedrig, um eine 




fungiert (TUNARU et al. 2003). Von besonderem Interesse für die vorliegende Arbeit 
ist, dass neben Niacin auch der Ketonkörper β-HB (als Butyrat-Metabolit) als Agonist 
ausgemacht werden konnte, wohingegen Azetoazetat und Azeton ohne Wirkung auf 
intrazelluläre Ca2+-Spiegel blieben (TAGGART et al. 2005). Von den im Pansen 
vorkommenden SCFAs zeigte Butyrat im Vergleich zu Azetat und Propionat eine 
höhere Affinität in der humanen Rezeptorvariante (TAGGART et al. 2005, 
THANGARAJU et al. 2009). 
Während dem GPR109A in Adipozyten sowie aktivierten Fettgewebs-Makrophagen 
eine Rolle im Energiestoffwechsel – v. a. durch seine antilipolytische Wirkung – 
zugeschrieben wird (TUNARU et al. 2003, TAGGART et al. 2005, KASUBUCHI et al. 
2015, AGRAWAL et al. 2017), deuten Untersuchungen im Gastrointestinaltrakt auf 
verschiedene Funktionen hin: So konnte im murinen Kolon eine positive Korrelation 
zwischen der Expression von GPR109A-Proteinen und der mikrobiellen Besiedlung 
des Lumens festgestellt werden (KASUBUCHI et al. 2015). Dieser positive Effekt 
könnte möglicherweise mit dem Butyrat-induzierten, über GPR109A-vermittelten 
hemmenden Einfluss auf Entzündungs- und Tumorgeschehen des Darmes 
einhergehen (KASUBUCHI et al. 2015, AGRAWAL et al. 2017). Des Weiteren zeigten 
BORTHAKUR et al. (2012) in Enterozyten-Zelllinien (C2BBe1 und IEC-6) eine 
Expression des Rezeptors und dessen Aktivierung durch Butyrat. Ferner konnten sie 
eine cAMP-abhängige Regulierung des MCT1 durch Butyrat und Niacin feststellen 
(BORTHAKUR et al. 2012). Letztere wird vermutlich durch eine GPR109A-Aktivierung 
vermittelt. Dieser Befund ist insofern für die vorliegende Arbeit von großer Bedeutung, 
da hier erstmals ein Zusammenhang zwischen der SCFA-Konzentration, der 
Aktivierung eines FFAR sowie der Aktivität von Transportproteinen aufgezeigt wurde, 
was auch im Pansen im Rahmen der pH-Regulation in ähnlicher Art und Weise 
vonstattengehen könnte. 
2.7.3 FFARs im Wiederkäuerorganismus 
Wenngleich im Vormagensystem der Wiederkäuer große Mengen an SCFAs anfluten, 
so wurde den FFARs in Wiederkäuern erst im Laufe des letzten Jahrzehntes 
zunehmende Aufmerksamkeit zuteil. Die ersten Nachweise von FFARs für SCFAs in 
Wiederkäuerspezies veröffentlichten YONEZAWA et al. (2009), die mRNA von FFAR2 
und FFAR3 im bovinen laktierenden Euter nachweisen und in einer bovinen 
Euterzelllinie die Aktivierung von FFAR-Signalwegen durch SCFAs darstellen konnten. 
WANG et al. (2009) detektierten mRNA, die FFAR2 und FFAR3 codiert, im bovinen 
Pansen sowie in vielen weiteren Geweben (Leber, Herz, Niere, Muskel, Lunge, 
Pankreas, Darm) des Rindes und bestätigten in einem Zellmodell (an einer Chinese-
Hamster-Ovary-Zelllinie) mit überexprimierten bovinen FFARs deren Signalwege via 




werden (LEMOR et al. 2010). Da die Funktion der Rezeptoren nur durch erfolgreiche 
Translation der mRNA gesichert ist, sind Nachweise auf Proteinebene wesentliche 
Voraussetzung für funktionelle Untersuchungen. Folgt man diesen Nachweisen, 
konnte die Genexpression des FFAR2 z. B. nicht im bovinen Pankreas bestätigt 
werden, jedoch wurde der FFAR2 immunhistochemisch im Pansenepithel lokalisiert 
(WANG et al. 2012a). Dies unterstützt die Annahme der vorliegenden Arbeit, dass 
ruminale FFARs als Signalvermittler von SCFAs im Vormagen dienen könnten. 
Bezüglich des GPR109A konnte mRNA sowohl im Muskel-, Nerven- und Fettgewebe 
als auch in Immunzellen von Rindern nachgewiesen werden (TITGEMEYER et al. 
2011, AGRAWAL et al. 2017). TITGEMEYER et al. (2011) gelang zudem der erste 
Nachweis von GPR109A-Protein in bovinem Lebergewebe. 
Untersuchungen zu Liganden der FFARs in verschiedenen Spezies ergaben, dass die 
bovine FFAR2-Variante längerkettige SCFAs bevorzugt, sodass sich bezüglich der 
Affinitäten folgende Reihenfolge ergibt: Butyrat > Propionat > Azetat (HUDSON et al. 
2012). Dies steht im Gegensatz zu Untersuchungen des humanen Rezeptor-
Orthologs, das v. a. durch Azetat und Propionat aktiviert wird (HUDSON et al. 2012). 
Dabei weisen die humane und bovine Variante eine Homologie von ca. 75 % auf 
(WANG et al. 2009). Diese speziesspezifischen Affinitäten der Rezeptoren könnten 
Erkenntnisse aus Studien an murinen und humanen Modellen als nur bedingt für das 
Studiendesign der vorliegenden Arbeit nutzbar erscheinen lassen. 
Bislang liegen nur wenige Information aus funktionellen Untersuchungen der FFARs 
in Wiederkäuern vor. GPR109A zeigt wie in anderen Spezies einen modulierenden 
Einfluss auf den Fettstoffwechsel, der im Zellkulturmodell mit bovinen Adipozyten 
nachgewiesen werden konnte (KOPP et al. 2014). Daneben wurde auch eine 
verminderte Lipolyse ex vivo durch Inkubation mit Niacin und höheren Dosen an β-HB 
in bovinem Fettgewebe ausgelöst (KENÉZ et al. 2014), was auf eine Vermittlung durch 
eine Aktivierung des GPR109A hinweist. Studien zum ovinen bzw. bovinen FFAR2 
beschränken sich auf das Immunsystem, in dem der Rezeptor in die Aktivierung 
boviner neutrophiler Zellen involviert zu sein scheint (CARRETTA et al. 2013). Neuere 
Transkriptom-Untersuchungen zum Immunsystem des Pansenepithels an bovinen 
Pansenepithelzellen liefern Hinweise auf einen positiven Einfluss von SCFAs auf die 
epitheliale Immunantwort sowie die epitheliale Barriere, die laut den Autoren durch 
FFAR3 vermittelt wird (ZHAN et al. 2019). 
Wenngleich die Funktion der Rezeptoren in den unterschiedlichen Geweben teilweise 
aktuell noch ungeklärt ist, so wurde doch in mehreren Studien der Einfluss 
verschiedener Parameter auf die Expression der ovinen, caprinen bzw. bovinen 
FFARs untersucht. Dabei traten Veränderungen der FFAR-Genexpression im 




Futters (bei dessen Erhöhung durch vermehrte Fermentation indirekt auch die SCFA-
Konzentration im Pansen steigt; PLAIZIER et al. 2008) sowie direkt vom SCFA-Spiegel 
im Pansenlumen zutage (FRIEDRICHS et al. 2016, DIAS et al. 2018). LU et al. (2015) 
verzeichneten überdies eine positive Korrelation der SCFA-Konzentration im 
Pansenlumen und der FFAR3-Proteinexpression im Pansenepithel der Ziege. 
Ähnliches konnte für die β-HB-Level im Plasma und die FFAR2-Proteinkonzentration 
im Lebergewebe von Milchrindern festgestellt werden (AGUINAGA CASAÑAS et al. 
2017). Diese Befunde deuten auf eine modulierte Expression der Rezeptoren 
entsprechend der Verfügbarkeit ihrer Liganden (SCFAs und Ketonkörper). Für das 
Pansenepithel scheint folglich eine fütterungsbedingt höhere Verfügbarkeit an SCFAs 
mit einer vermehrten FFAR-Ausbildung einherzugehen (LU et al. 2015, DIAS et al. 
2018). Welche weiteren sogenannten Downstream-Prozesse dieser möglichen 
Rezeptoraktivierung durch anflutende SCFAs folgt, ist im Pansen abgesehen von 
Hinweisen auf die Modulation des Immunsystems durch FFAR3 zurzeit unbekannt. 
Möglich wäre eine Anpassung der epithelialen Transportproteine, die in die Regulation 
des pH-Wertes der Pansenwand involviert sind, da die vermehrte SCFA-Resorption 
auch mit höheren Anforderungen an die Mechanismen der pH-Homöostase 
einhergeht. Daher sollen die Familien der MCTs und NHEs als pH-regulierende 
Transporter im Folgenden nun näher erläutert werden. 
2.8 Monocarboxylattransporter 
2.8.1 Die Familie der MCTs 
MCTs gehören zur Familie der Solute Carrier Proteine 16, in der bisher 14 Isoformen 
nachgewiesen wurden (HALESTRAP. 2013). Vier dieser Membranproteine (MCT1-4) 
dienen dem Transport von Monocarboxylaten wie Pyruvat, Laktat und Ketonkörpern 
(HALESTRAP. 2013). Während MCT1 in sämtlichen Organen des Organismus 
vorkommt, konnte MCT2 v. a. in Hirn und Nieren sowie im Gastrointestinaltrakt des 
Rindes (KIRAT et al. 2013), MCT3 in der Retina sowie im Plexus choroideus und in 
geringem Maße auch im Rindereuter (KIRAT und KATO. 2009) und MCT4 neben 
Skelettmuskel, Herz und Lunge auch in Chondrozyten, Leukozyten und 
Geschlechtsorganen detektiert werden (HALESTRAP und MEREDITH. 2004). Die 
Transporter MCT1 und MCT4 benötigen das Glykoprotein Basigin für ihre 
Verankerung in der Zellmembran und ihre Funktionalität (WILSON et al. 2005, 
HALESTRAP. 2012). 
Nachdem zunächst ein reiner Austausch von Monocarboxylaten über die MCTs 
propagiert wurde, konnte bei Vorliegen eines Konzentrationsgradienten für 
Monocarboxylate an einer biologischen Membran eine 1:1-Stöchiometrie des 
Transportes von Monocarboxylaten mit H+ gezeigt werden (POOLE und HALESTRAP. 




dient der effektiven pH-Regulation (HALESTRAP und PRICE. 1999, MÜLLER et al. 
2002). An isolierten Membranvesikeln des Kolonepithels des Schweins, im 
Duodenalepithel der Ratte sowie im ovinen Pansenepithel fungiert der MCT1 neben 
dem H+-Symport auch als Anionenaustauscher, u. a. von HCO3- und SCFAs 
(RITZHAUPT et al. 1998, DENGLER et al. 2014, AKIBA et al. 2015). 
2.8.2 Regulation der MCTs 
Neben einem positiven Einfluss einer pektinreichen Fütterung auf die MCT1-
Expression (KIRAT et al. 2009) konnte in mehreren Zellkulturmodellen eine Regulation 
der Transporterexpression und -aktivität durch Stoffwechselmetaboliten (z. B. Laktat, 
Butyrat, Pyruvat) sowie H+ für verschiedene MCT-Isoformen nachgewiesen werden 
(DUBINSKY und RACKER. 1978, HASHIMOTO et al. 2007, LIU et al. 2019). Das 
verstärkte Angebot an Substraten (H+ wie auch Monocarboxylate, die im Rahmen der 
Futterverdauung anfallen) führt also zu einer erhöhten Aktivität des MCT1 in den 
untersuchten Zellen. Des Weiteren zeigten Hormone (Katecholamine, 
Sexualhormone) und auch Transkriptionsfaktoren (u. a. Peroxisom-Proliferator-
aktivierte Rezeptor α (PPARα), NF-κB) in verschiedenen Geweben Einfluss auf die 
Transporterexpression (CHENAL und PELLERIN. 2007, BORTHAKUR et al. 2008, 
KÖNIG et al. 2008, CAO et al. 2017). 
In vitro-Untersuchungen zeigten inhibitorische Eigenschaften auf die MCT-
Transportaktivität von substituierten aromatischen Monocarboxylaten wie 
Cyanohydroxyzimtsäure (engl. cyano-hydroxycinnamic acid, CHC), von Hemmstoffen 
des Anionentransportes wie DIDS, von Bioflavonoiden wie Phloretin sowie von 
weiteren Substanzen wie z. B. p-Chloromercuribenzensulfonat, wobei jedoch keiner 
dieser Hemmstoffe als MCT-spezifisch betrachtet werden kann (HALESTRAP und 
PRICE. 1999, HOSOI et al. 2009). Außer der Inhibition durch genannte Hemmstoffe, 
konnte auch eine Verminderung der MCT-Aktivität durch erhöhte intrazelluläre cAMP-
Spiegel nachgewiesen werden. Dabei wurden verschiedene Zellmodelle sowohl mit 
Brom-cAMP (Br-cAMP), Dibutyryl-cAMP als auch Forskolin (zur Stimulation der cAMP-
synthetisierenden Adenylylzyklasen; engl. adenylyl cyclases, ACs) behandelt (SMITH 
und DREWES. 2006, NARUMI et al. 2010). 
BORTHAKUR et al. (2012) konnten in einer Enterozyten-Zelllinie sowohl eine 
Substrat-induzierte Stimulation der MCT1-Expression und -Aktivität als auch eine 
damit einhergehende Erniedrigung der intrazellulären cAMP-Spiegel feststellen. In 
dieser Studie führte eine Erhöhung der cAMP-Spiegel infolge einer Inkubation mit 
Forskolin oder die Gabe von Br-cAMP ebenfalls zu einer verminderten MCT1-Aktivität 
(BORTHAKUR et al. 2012). SMITH et al. (2012) postulierten, dass die verminderte 
MCT1-Funktion nach cAMP-Stimulation auf Dephosphorylierungs- und 




Untersuchungen in Endothelzellen des Rattengehirns, die eine starke Clusterbildung 
der Transportproteine nach Erhöhung des cAMP-Spiegels entdeckten (UHERNIK et 
al. 2014). 
Zusammenfassend ist festzustellen, dass die Expression und Aktivität von MCTs in 
vielen Geweben bzw. daraus hervorgegangenen Zelllinien in Nicht-
Wiederkäuerspezies durch Umwelteinflüsse wie die Fütterung und ein damit 
einhergehendes verändertes Substratangebot, aber auch Hormone und 
Transkriptionsfaktoren beeinflusst werden. In der Signaltransduktion scheint cAMP 
dabei eine zentrale Rolle zu spielen. Ob diese v. a. für die Skelettmuskulatur und das 
Gehirn untersuchten Mechanismen auch für das Pansenepithel gelten, ist bisher 
größtenteils unbekannt. Daher soll zunächst der aktuelle Kenntnisstand zu MCTs im 
Pansenepithel erläutert werden. 
2.8.3 MCTs im Pansenepithel 
Bislang konnten im Pansenepithel drei Isoformen der MCTs immunhistochemisch bzw. 
vier Isoformen durch Polymerase-Kettenreaktion (engl. polymerase chain reaction, 
PCR)-Untersuchungen nachgewiesen werden: Zunächst wurde MCT1 sehr prominent 
in der Basalmembran des Stratum basale sowie als diffuse Färbung im Stratum 
spinosum und Stratum granulosum des ovinen bzw. bovinen Pansenepithels lokalisiert 
(MÜLLER et al. 2002, KIRAT et al. 2006a, GRAHAM et al. 2007). Zusätzlich konnte 
eine Ko-Lokalisation von MCT1 mit Basigin festgestellt werden (KIRAT et al. 2006b, 
GRAHAM et al. 2007). Da bereits in anderen Spezies die essenzielle Bedeutung von 
Basigin für die Funktionsweise des MCT1 gezeigt wurde (HALESTRAP. 2013), deutet 
dies auf das Vorhandensein von funktionellen Transportproteinen, v. a. in den basalen 
Zellschichten des Pansenepithels. 
Die genaue Lokalisation von MCT2 ist im Pansenepithel bislang noch fraglich, da 
uneindeutige Ergebnisse zum Proteinnachweis vorliegen: KIRAT et al. (2013) konnten 
die Transporter-Isoform in basaleren Abschnitten detektieren (v. a. Zellgrenzen im 
Stratum spinosum und Stratum basale), wohingegen GRAHAM et al. (2007) nur ein 
schwaches und diffuses immunhistochemisches Signal intrazellulär in allen 
Zellschichten unterhalb des Stratum corneum feststellen konnten. MCT4 konnte apikal 
im Stratum granulosum aber auch als diffuse Färbung im gesamten Stratum spinosum 
des Rindes immunhistochemisch nachgewiesen werden (KIRAT et al. 2007). Der 
Nachweis des MCT3 gelang im Pansenepithel bislang nur auf mRNA-Ebene; 
immunhistochemisch war dieser nicht nachweisbar (GRAHAM et al. 2007, KIRAT et 
al. 2013). 
Um die ruminalen MCTs funktionell zu charakterisieren, wurde zunächst – analog zu 




metaboliten wie L-Laktat, β-HB sowie Azetoazetat in kultivierten Pansenepithelzellen 
untersucht. Dabei konnte in Hemmstoffstudien ein Symport von H+ und den im 
Pansenepithel anfallenden Stoffwechselprodukten mithilfe von MCTs festgestellt 
werden (MÜLLER et al. 2002). MÜLLER et al. (2002) wiesen diese dem von ihnen in 
basalen Zellschichten angefärbten MCT1 zu. Neben genannten Metaboliten 
permeieren auch Pyruvat sowie Azetat und vermutlich Butyrat durch das 
Pansenepithel mithilfe von MCTs (STUMPFF. 2018). Wie unter 2.2 Transport 
kurzkettiger Fettsäuren über das Pansenepithel erwähnt, unterstützen in vitro- als auch 
in vivo-Untersuchungen die Hypothese von MÜLLER et al. (2002), da in diesen 
Studien der Azetat-Transport und z. T. auch die Propionat- und β-HB-Resorption v. a. 
durch serosale MCT-Hemmstoffgabe vermindert werden konnte (KIRAT et al. 2006b, 
DENGLER et al. 2014). Zusätzlich zum H+-Symport wurde auch der Antiport von 
SCFAs mit HCO3- über den MCT1 nachgewiesen (DENGLER et al. 2014). 
Die Funktion des MCT2 im Pansenepithel ist bis dato weitestgehend unerforscht. 
KIRAT et al. (2007) vermuteten, dass die in tieferen Zellschichten membranär 
lokalisierten Transporter ebenfalls dem Transport von SCFAs aus apikalen 
Gewebsschichten in weiter basolateral gelegene Zellen des Pansenepithels dienen. 
Funktionelle Studien, die dies untermauern, fehlen jedoch bislang. 
Im Kapitel 2.2 Transport kurzkettiger Fettsäuren über das Pansenepithel wurde bereits 
auf die Rolle des MCT4 in Transportvorgängen von SCFAs über das Pansenepithel 
eingegangen. Während die Ergebnisse von KIRAT et al. (2006b) und ASCHENBACH 
et al. (2009) zu einer Beteiligung des apikalen MCT4 am Azetat-Transport über das 
Pansenepithel kontrovers sind, unterstützt die von ASCHENBACH et al. (2009) 
beobachtete Hemmung einer apikalen Laktat-Aufnahme mithilfe von MCT-Inhibitoren 
die funktionelle Expression von MCT4 in den lumenseitigen Zellschichten des 
Pansenepithels. Dennoch scheint dieser Transporter quantitativ von untergeordneter 
Rolle bei der SCFA-Resorption zu sein. 
Ungeachtet ihrer bislang teilweise ungeklärten Auswirkungen auf die Gesamtmenge 
an SCFAs, die über das Pansenepithel permeieren, transportieren alle 
nachgewiesenen MCTs neben Monocarboxylaten und SCFAs immer auch H+ 
und/oder HCO3-. Damit geht eine Aktivität der Transporter wie unter 2.4.2 pH-
Regulation des Pansenepithels erläutert stets mit einer Veränderung des 
intrazellulären pH-Wertes einher und muss daher zur Aufrechterhaltung der 
zytosolischen pH-Homöostase reguliert werden. Einzelne Modulatoren dieser 
Regulation wurden bereits genauer untersucht: An isolierten Pansenepithelzellen 
konnte eine Hochregulierung des MCT1, nicht jedoch des MCT4 durch den 
Transkriptionsfaktor PPARα hervorgerufen werden (BENESCH et al. 2014). Ebenso 




Proteinebene (siehe 2.8.2 Regulation der MCTs) im Pansenepithel auch an Schafen 
gezeigt werden (DENGLER et al. 2015). Untersuchungen zur Butyrat-
Supplementierung in vivo konnten z. T. eine Hochregulierung des MCT1, nicht jedoch 
des MCT4 (LAARMAN et al. 2012, LIU et al. 2019) bzw. vice versa (MALHI et al. 2013) 
beobachten. Die konträren Ergebnisse könnten mit der Komplexität der Prozesse in 
vivo erklärt werden, da neben der Spezies auch Alter, Gesundheitszustand, 
Pansenflora sowie zahlreiche Umwelteinflüsse (Klima etc.) und nicht zuletzt das 
Studiendesign einen Einfluss auf die Verdauungsvorgänge im Pansen haben und 
somit verschiedene SCFA-Konzentrationen im Pansenlumen vorherrschen können. 
Der genaue Wirkmechanismus der Stimulation durch Butyrat und eventuell auch 
weitere SCFAs ist aktuell im Pansenepithel nicht bekannt. Auch ist noch unklar, ob 
cAMP wie in vielen weiteren Geweben bei der Regulation der MCTs eine Rolle spielt. 
Ziel der vorliegenden Arbeit war deshalb u. a. eine genauere Betrachtung der 
Regulation des epithelialen cAMP-Spiegels durch SCFAs und dessen Bedeutung für 
die Aktivität der MCTs im Pansenepithel. 
2.9 Natrium-Protonen-Austauscher 
2.9.1 Die Familie der NHEs 
Die Familie der Natrium-Protonen-Austauscher umfasst Plasmamembranproteine, die 
in Säugetierzellen sowohl in die Regulierung des intrazellulären pH-Wertes als auch 
in die Homöostase des Zellvolumens und die Absorption von Elektrolyten involviert 
sind (ORLOWSKI et al. 1992). 
Strukturell handelt es sich bei den NHE-Isoformen um Proteine mit 12 
Transmembrandomänen (ALEXANDER und GRINSTEIN. 2009). Während der 
transmembranäre Bereich für den Ionenaustausch verantwortlich gemacht wird, 
spricht man der zytosolischen Domäne die Regulation der Aktivität sowie die 
Interaktion mit dem Zytoskelett zu (ALEXANDER und GRINSTEIN. 2009). Die NHE3-
Isoform tauscht extrazelluläres Na+ gegen intrazelluläre H+ in einer 1:1 Stöchiometrie 
(ALEXANDER und GRINSTEIN. 2009). ALEXANDER et al. (2005) vermuteten, dass 
in polarisierten Epithelzellen der Transport durch NHEs bei Bedarf stark erhöht werden 
kann, da 25 % der Population an Antiportern erforderlichenfalls aus dem Zytosol in die 
Zellmembran rekrutiert werden können, während zumeist ca. 50 % der NHEs 
permanent in der apikalen Zellmembran eingebaut sind. Weitere 25 % können 
demnach entweder nur langsam oder gar nicht aus dem endomembranären Pool 
rekrutiert werden (ALEXANDER et al. 2005). 
mRNA-Verteilungsanalysen konnten NHE1 bisher in sämtlichen untersuchten 
Organen detektieren, wohingegen NHE2, NHE3 und NHE4 v. a. in Epithelien des 




exprimiert werden (ORLOWSKI et al. 1992, NOEL und POUYSSEGUR. 1995). NHE1 
wird dabei basolateral verortet und die Rolle des sogenannten pHi-housekeeping, d. h. 
die Kontrolle der pHi-Homöostase, zugeschrieben (CHOW et al. 1999). 
Untersuchungen des NHE2 und des NHE3 hingegen weisen diesen Isoformen großen 
Einfluss auf die epitheliale Na+-Resorption zu (CHOW et al. 1999). So konnte u. a. am 
Hundedarm gezeigt werden, dass die Isoform NHE3 apikal in der ilialen 
Bürstensaummembran exprimiert wird und v. a. für die basale und fütterungs-
stimulierte Na+-Aufnahme zuständig ist (MAHER et al. 1996). 
2.9.2 Regulation der NHEs 
Während das Aktivitätsverhalten des NHE1 auf ein Zwei-Zustände-Modell hinweist, in 
dem der Transporter pHi-abhängig von einem inaktiven in einen aktiven Zustand 
wechselt, lässt sich das Verhalten des NHE3 eher mit drei Zuständen erklären 
(ALEXANDER et al. 2007): Dabei kommt es zum Wechsel zwischen zwei inaktiven 
Zuständen, an die sich der aktive Zustand anschließt. Das Maximum an 
Transportaktivität findet daher laut ALEXANDER et al. (2007) etwa 30 bis 60 Sekunden 
nach Veränderung des pHi statt. 
Als etablierte Inhibitoren zur Untersuchung der NHEs zählen Amilorid als 
unspezifischer Hemmstoff für die NHE-Isoformen 1, 2 und 3, aber auch das Amilorid-
Derivat 5-N-Ethyl-N-Isopropyl Amilorid (EIPA), welches Dosis-abhängig NHE1 und 
NHE3 hemmt (BENOS. 1982, NOEL und POUYSSEGUR. 1995). Cariporid wurde als 
spezifischer Hemmstoff für NHE1 etabliert, während S3226 zur Blockade des NHE3 
genutzt wird (SCHWARK et al. 1998). 
Die physiologische Regulation der Transportaktivität wurde bei den unterschiedlichen 
Isoformen bisher in verschiedener Intensität erforscht. Durch Parathormon erhöhte 
cAMP-Spiegel führten in Osteoblasten zu einer Stimulation der NHE1-
Transportaktivität (AZARANI et al. 1995, NOEL und POUYSSEGUR. 1995). 
Untersuchungen des NHE2 lieferten kontroverse Ergebnisse, sodass sowohl eine 
Hemmung (SUBRAMANYA et al. 2007, MUSCH et al. 2009) als auch eine Stimulation 
der Aktivität (KANDASAMY et al. 1995, BACHMANN et al. 2004) durch erhöhte cAMP-
Spiegel beobachtet werden konnte. KRISHNAN et al. (2003) konnten eine NHE2-
Aktivitätserhöhung sowohl durch cAMP als auch Butyrat auslösen. 
Im Gegensatz zu den Isoformen 1 und 2 weisen bisherige Studien einstimmig auf eine 
Aktivitätsminderung des NHE3 durch erhöhte cAMP-Spiegel (CABADO et al. 1996, 
COLLAZO et al. 2000, KRISHNAN et al. 2003). Ein Einfluss auf den intrazellulären 
cAMP-Spiegel in verschiedenen Zelllinien wurde u. a. durch die Applikation von 
Forskolin als Stimulator der ACs (CABADO et al. 1996), aber auch hormonell durch 




SOARES-DA-SILVA. 2004, PEDROSA et al. 2004). Dabei kommt es u. a. zu einer 
Proteinkinase A- und Proteinkinase C-vermittelten verstärkten Phosphorylierung des 
Transportproteins (GOMES und SOARES-DA-SILVA. 2004, PEDROSA et al. 2004), 
das infolgedessen durch Endozytose internalisiert wird und somit dem Na+/H+-
Austausch über die Zellmembran vorübergehend nicht zur Verfügung steht (CHOW et 
al. 1999, COLLAZO et al. 2000). Eine Stimulation der Transportaktivität konnte durch 
HCO3- und Butyrat hervorgerufen werden (KRISHNAN et al. 2003). 
Zusammenfassend deuten somit zahlreiche Studien auf eine Arbeitsteilung der 
verschiedenen NHE-Isoformen in Nicht-Wiederkäuerspezies, dergestalt, dass bei 
polarisierten Zellen der basolateral lokalisierte NHE1 für die Homöostase des 
intrazellulären pH-Wertes verantwortlich ist, während v. a. der apikale NHE3, aber 
auch der NHE2 vorrangig in die Na+-Resorption involviert sind. Dabei fällt bei der 
Regulation der Transportaktivität eine Gegensätzlichkeit zwischen NHE1 und NHE3 
auf, sodass erhöhte cAMP-Spiegel vermutlich steigernd auf NHE1 (sowie evtl. NHE2) 
und hemmend auf NHE3 wirken. Butyrat hingegen scheint die Transportaktivität 
sowohl von NHE2 aber auch NHE3 zu stimulieren. Inwiefern diese Erkenntnisse über 
NHEs aus Nicht-Wiederkäuerspezies auch auf das Pansenepithel anwendbar sind, 
soll im folgenden Abschnitt dargelegt werden. 
2.9.3 NHEs im Pansenepithel 
Bislang konnten die Isoformen 1 bis 3 und 8 der NHE-Familie auf mRNA-Ebene im 
Pansenepithel nachgewiesen werden (GRAHAM et al. 2007). Immunhistochemisch 
wurde NHE1 im bovinen Pansenepithel verstärkt in der apikalen Seite des Stratum 
granulosum und NHE2 v. a. im Stratum basale und Stratum spinosum dargestellt 
(GRAHAM et al. 2007), jedoch konnte im ovinen Pansenepithel von AHMED et al. 
(2014) kein erfolgreicher Nachweis des NHE1 erzielt werden. Im ovinen Pansenepithel 
ließ sich dagegen NHE3 v. a. in apikalen Zellschichten wie dem Stratum granulosum 
und Stratum spinosum anfärben (RABBANI et al. 2011, AHMED et al. 2014). 
Hinsichtlich der Funktionalität konnten bereits frühe in vitro-Untersuchungen an 
intakten, isolierten Pansenepithelien und kultivierten Pansenepithelzellen eine 
Beteiligung der NHEs an der elektroneutralen Na+-Resorption nachweisen (MARTENS 
et al. 1991, GÄBEL et al. 1996, GÁLFI et al. 2002). 
Die NHEs im Pansenepithel sind durch SCFAs modifizierbar. So konnte in 
Übereinstimmung mit Ergebnissen aus Zelllinien anderer Spezies im intakten 
Pansenepithel und auch in kultivierten ovinen Pansenepithelzellen wiederholt eine 
Stimulation der Amilorid-sensitiven Na+-Aufnahme durch Butyrat beobachtet werden 
(GÄBEL et al. 1991b, SEHESTED et al. 1996, GÁLFI et al. 2002). Dies beruht 




Ansäuerung infolge der vermehrten Butyrat-Resorption (GÄBEL et al. 1996, MÜLLER 
et al. 2000). SCHWEIGEL et al. (2005) wiesen mit spezifischen Hemmstoffen die 
Beteiligung von NHE1 und auch NHE3 an der erfolgten pH-Gegenregulation in 
Zellkultur nach. Dahingegen fanden RABBANI et al. (2011) nur Hinweise auf eine 
Beteiligung des NHE3, nicht jedoch des NHE1 an der durch SCFA-stimulierten, 
elektroneutralen Na+-Resorption im isolierten Pansenepithel. Die Ergebnisse von 
RABBANI et al. (2011) sind im Einklang mit der Theorie der Arbeitsteilung zwischen 
NHE1 und NHE3 in anderen Spezies. Untersuchungen zur Beteiligung dieser beiden 
Isoformen an der pHi-Regulation in Zellkultur unterstützen zudem die Rolle des 
ruminalen NHE1 in der Funktion des pHi-housekeepers, der weitaus stärker in die H+-
Extrusion involviert zu sein scheint als der NHE3 (ETSCHMANN et al. 2006). 
Zusätzlich zu der direkten Wirkung der SCFAs auf die Transportaktivität der NHEs 
konnte aber auch ein positiver Einfluss auf deren Genexpression festgestellt werden: 
Sowohl die Gabe konzentratreichen Futters als auch das Ansäuern des Milieus bzw. 
eine erhöhte SCFA-Konzentration im Versuchsmedium konnten in caprinem, intakten 
Epithelgewebe respektive in kultivierten Epithelzellen die mRNA-Expression von 
NHE1 und NHE3 erhöhen (YANG et al. 2012). Bei Kälbern wurde nach Verabreichung 
einer Starter-Fütterung (wodurch indirekt mehr SCFAs entstehen) eine verminderte 
Genexpression von NHE3 detektiert, während die NHE1-Expression im Pansenepithel 
unbeeinflusst blieb (LAARMAN et al. 2012). 
Neben der Regulation durch Butyrat und einer damit einhergehenden Modulation des 
H+-Angebotes, konnte auch im Pansen bereits ein Einfluss von cAMP auf die Aktivität 
der NHEs gezeigt werden: Die Applikation von Forskolin und Theophyllin (ein Inhibitor 
der Phosphodiesterase, welche cAMP abbaut) hemmte an isolierten Pansenepithelien 
die Na+-Resorption (GÄBEL et al. 1999). Auffällig dabei ist, dass eine zeitgleiche 
Inkubation mit SCFAs diesen Effekt zumindest teilweise aufheben konnte (GÄBEL et 
al. 1999). Der hemmende Einfluss von cAMP auf die epitheliale Na+-Resorption bzw. 
die NHE-Aktivität wurde ebenfalls in kultivierten primären Pansenepithelzellen 
bestätigt (SCHWEIGEL et al. 2000, SCHWEIGEL et al. 2005). 
Weiterhin konnte in einer Studie sowohl die Na+-Aufnahme im intakten Gewebe als 
auch der pHi-Ausgleich in isolierten Zellen durch den Insulin-ähnlichen 
Wachstumsfaktor 1 (engl. insulin-like growth factor 1) verbessert werden, sodass 
neben SCFAs und niedrigen cAMP-Spiegeln auch Wachstumsfaktoren eine 
stimulierende Wirkung auf NHEs zu haben scheinen (SHEN et al. 2012). 
Es liegen also bereits Hinweise vor, dass die Aktivität der NHEs gemäß den 
Bedingungen im Pansenlumen sowie im Zytosol der Epithelzellen moduliert werden 
kann. Da nach aktuellem Kenntnisstand sowohl Butyrat als auch cAMP eine 




mögliche Verknüpfung der beiden Regulatoren sowie die zugrundeliegenden 
Mechanismen von großem Interesse für das Verständnis der substrat-induzierten 
Regulation der Transportaktivität. 
2.10  Fragestellungen der vorliegenden Arbeit 
Die vorangegangenen Ausführungen legen nahe, dass sich das Pansenepithel an 
variierende Konzentrationen von SCFAs im Pansenlumen anpassen kann. Zunächst 
sollte daher in einer Übersichtsarbeit die herausragende Rolle des Pansenepithels für 
die Gesundheit des Organs sowie des Gesamtorganismus herausgearbeitet werden. 
So konnte geschlussfolgert werden, dass das Epithel sowohl die Nährstoffversorgung 
sichert, die pH-Homöostase stabilisiert als auch eine fundamentale Barriere gegen 
Pathogene und Toxine bildet. Um das Überleben der Wiederkäuer zu sichern, muss 
das Epithel folglich in der Lage sein, die Resorptionsrate für die einzelnen Fettsäuren 
an das aktuelle Angebot anzupassen und auch die Aktivität von Transportproteinen für 
die Stabilisierung des pH-Wertes (sowohl im Pansenlumen als auch im -epithel) zu 
regulieren. Um diese Adaptationen zu initiieren, ist es zunächst essenziell, dass das 
Epithel Schwankungen der SCFA-Konzentration detektieren kann. Analog zum 
Dickdarm von Monogastriern, in dem ebenfalls große Mengen an SCFAs anfluten, sind 
Fettsäurerezeptoren Kandidaten für eine derartige Sensorik (PRIYADARSHINI et al. 
2018). Daher ergaben sich für den experimentellen Teil zunächst folgende 
Fragestellungen: 
- Werden FFARs im Pansenepithel des Schafes auf mRNA-Ebene exprimiert? 
- Werden die exprimierten FFARs auch als Proteine exprimiert? Wo sind diese 
im Pansenepithel lokalisiert? 
Im ersten experimentellen Teil der Arbeit konnten zwei Vertreter der FFARs 
immunhistochemisch im Pansenepithel detektiert werden. Dabei wurde einer v. a. in 
oberflächlicheren Zellschichten angefärbt, während der zweite FFAR v. a. im 
basolateralen Bereich detektiert wurde. Deshalb sollte im Folgenden die aus der 
FFAR-Aktivierung resultierende Signaltransduktion untersucht werden. Da die 
untersuchten FFARs SCFAs als Liganden akzeptieren, wurde der Effekt einer 
Inkubation mit SCFAs auf die intraepithelialen cAMP-Spiegel betrachtet. Es sollte 
folgender Fragestellung nachgegangen werden: 
- Kann eine Inkubation mit Azetat oder Butyrat die cAMP-Spiegel im 
Pansenepithel beeinflussen? 
Da vor allem Butyrat zu einer verminderten cAMP-Konzentration im Epithel führte, 




- Kann eine Beteiligung des GPR109A an der Vermittlung dieses Einflusses von 
Butyrat bestätigt werden? 
- Gibt es Unterschiede, wenn Butyrat serosal oder mukosal anflutet? 
Schließlich sollte die funktionelle Relevanz dieser Signalkette betrachtet werden. 
Verschiedene Untersuchungen an Monogastriern offenbarten bereits eine 
Aktivitätsmodulation von NHEs und MCTs durch cAMP (NOEL und POUYSSEGUR. 
1995, BORTHAKUR et al. 2012). Es lag die Vermutung nahe, dass diese Transporter, 
deren Funktion für den Erhalt eines stabilen pH-Milieus im Pansenepithel essenziell 
sind, auch im Pansen ähnlich reguliert werden. Deshalb sollte im letzten Teil den 
Fragen nach den Downstream-Mechanismen infolge einer cAMP-Induktion 
nachgegangen werden: 
- Wird die Transportaktivität der MCTs im isolierten Pansenepithel durch 
veränderte cAMP-Spiegel beeinflusst? 
- Wird die Transportaktivität der NHEs in kultivierten Pansenepithelzellen durch 
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Possible influence of free fatty acid receptors on pH regulation in the ruminal 
epithelium of sheep 
Lisa Baaske, Franziska Masur, Franziska Dengler, Reiko Rackwitz, Bastian Kaiser, 
Helga Pfannkuche und Gotthold Gäbel 
 
J Anim Physiol Anim Nutr. 2020;104:776–789. 
DOI: 10.1111/jpn.13308 
 
Die vorliegende Arbeit ist im Rahmen des DFG-Projektes GA329/8-1 entstanden. 
Dabei waren die mRNA- und Immunhistochemie-Experimente (Fig. 1 und Fig. 2) 
bereits Teil des Projektantrages und wurden von Dr. Franziska Kaiser (geb. Masur) 
erarbeitet. Im Zuge der Publikation dieser Arbeit wurden jedoch die Reverse-
Transkriptase-PCR (engl. reverse transcription PCR, RT-PCR) für FFAR2 und FFAR3 
entsprechend neuster Erkenntnisse (neue Primer-Sequenzen verfügbar) erneut durch 
Bastian Kaiser (Primer-Design), Ines Urbansky (Laborarbeit) und mich (Auswertung, 
Erstellung der Abbildungen) vorgenommen. 
Des Weiteren wurden alle folgenden Arbeiten von mir persönlich durchgeführt: 
- Erarbeitung der Versuchsprotokolle für alle Ussing-Kammer-Studien sowie 
Zellkulturexperimente 
- Euthanasie der Tiere und Entnahme des Gewebes für Versuche in Ussing-
Kammern sowie zur Isolation in Zellkultur 
- Durchführung, Datenanalyse und -interpretation der Experimente an 
intaktem Epithelverband in Ussing-Kammern 
- Durchführung, Datenanalyse und -interpretation der cAMP-Messungen 
- Überarbeitung des Protokolls für die Kultivierung der Pansenepithelzellen 
- Gewinnung sowie Kultivierung der Pansenepithelzellen 
- Durchführung, Datenanalyse und -interpretation der spektrofluorimetrischen 
Messungen 
- Erstellung des Manuskriptes inklusive Abbildungen 
Die Leitung des Projektes hatte Prof. Dr. G. Gäbel inne. Dr. F. Kaiser und Prof. Dr. G. 
Gäbel unterstützten mich bei dem Design der Experimente. In der Durchführung 
assistierten Dr. F. Kaiser, Ass.-Prof. Dr. F. Dengler, Dr. R. Rackwitz und B. Kaiser. Dr. 
F. Kaiser war ebenfalls an der Datenanalyse der Expressionsuntersuchungen sowie 
der cAMP-Vorversuche beteiligt. Bei der Interpretation der erhobenen Daten wurde ich 
von sämtlichen Autoren unterstützt. Alle beteiligten Autoren haben an der Korrektur 
des Manuskriptes mitgearbeitet und die endgültige Version des Manuskriptes gelesen 
















































3.2.1 Supporting Information 
Baaske L, Masur F, Dengler F, Rackwitz R, Kaiser B, Pfannkuche H, Gäbel G. 
Possible influence of free fatty acid receptors on pH regulation in the ruminal epithelium 
of sheep.  




Figure S1. RT-PCR of FFAR3 in forestomach-epithelia: In parallel to each sample (+), a control 
containing no reverse transcriptase (-) was run. A ‘no template’ control containing DNase-free water 






Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung von rezeptiven Mechanismen 
des ovinen Pansenepithels zur Modulation von Transportprozessen, die in die 
Regulation des pH-Wertes involviert sind. Zwei Rezeptortypen für kurzkettige 
Fettsäuren konnten dabei im Epithel nachgewiesen werden. Zudem ließ sich eine 
Modulation intrazellulärer Signalwege durch die Applikation von Butyrat beobachten. 
Rückschlüsse auf eine anschließende Beeinflussung von Transportprozessen, die auf 
den intrazellulären und den luminalen pH-Wert Einfluss nehmen, können jedoch 
lediglich indirekt abgeleitet werden. Die Ergebnisse werden im Folgenden eingehender 
diskutiert. 
4.1 Nachweis von FFARs im Pansenepithel 
Da die Nahrungsaufnahme von Wiederkäuern (v. a. in Industrienationen) sowohl einer 
täglichen Rhythmik (entsprechend der Fütterungsintervalle) als auch einem 
schwankenden Nahrungsangebot (z. B. beim Transport der Tiere) unterliegt, ist das 
Pansenepithel mit variierenden Konzentrationen an Nährstoffen im Pansenlumen 
konfrontiert (NIKKHAH. 2012, VAN LINGEN et al. 2017). Um dennoch die Energie- 
und Nährstoffversorgung des Organismus sicherzustellen, muss das Epithel die 
Transportprozesse entsprechend des jeweiligen Bedarfs anpassen können. Hierbei 
muss es aber zudem eine stabile Barriere gegen Pathogene bilden und die Gesundheit 
des Organs selbst als auch des Gesamtorganismus gewährleisten. Die dafür 
notwendigen, bisher bekannten ruminalen Mechanismen sind in Publikation 1, Fig. 2 
zusammengefasst. 
Die Anpassung an das Nährstoffangebot setzt zunächst eine Rezeption der aktuellen 
Nährstoffsituation voraus. Bei Wiederkäuern stellen hinsichtlich der 
Energieversorgung SCFAs die wesentlichen Substrate dar. Daher wurde zu Beginn 
der vorliegenden Arbeit in nativem Material, d. h. direkt nach der Schlachtung 
entnommenen, unbehandelten Gewebeproben, die mRNA-Expression der 
Fettsäurerezeptoren FFAR2, FFAR3 sowie GPR109A untersucht, da diese in anderen 
Spezies SCFAs als natürliche Liganden aufweisen (PRIYADARSHINI et al. 2018) und 
u. a. der Wahrnehmung und Regulierung der Nährstoffversorgung dienen 
(KASUBUCHI et al. 2015). Dabei konnte mittels RT-PCR eine Expression von FFAR2 
und GPR109A in sämtlichen untersuchten Lokalisationen des Pansens festgestellt 
werden (Publikation 2, Fig. 1). Es ist zu beachten, dass dies ein qualitativer Nachweis 
ist und die unterschiedlich starke Ausprägung der Banden auf dem Elektrophorese-
Gel als nicht relevant für die Interpretation anzunehmen ist. Vermutlich beruhen die 





Aufreinigung der einzelnen Pansenbereiche; der trotz größter Sorgfalt bei der 
Entnahme eventuell auftretenden Variationen der Schnelligkeit, in der die Proben der 
Lagerung in flüssigem Stickstoff zugeführt wurden als auch einer verschieden starken 
Expression. Nichtsdestotrotz zeigte sich jeweils für die korrespondierende No-RT-
Kontrolle (die der Abschätzung der Verunreinigung der Probe mit genomischer DNA 
dient) ein wesentlich geringeres Signal, sodass ein positiver mRNA-Nachweis von 
FFAR2 und GPR109A festgestellt werden konnte. Im Gegensatz zum Nachweis dieser 
beiden Rezeptoren wies die RT-PCR des FFAR3 lediglich für den Vorhof ein von der 
respektiven No-RT-Kontrolle unterschiedliches Signal auf. Da demzufolge FFAR3 in 
den von uns untersuchten ovinen Proben nur im Vorhof auf Genebene exprimiert wird, 
wurden weitere Untersuchungen auf Proteinebene mittels Immunhistochemie bzw. 
weiterführende Agonistenstudien für FFAR3 unterlassen und nur für die zwei 
erstgenannten FFARs durchgeführt. In den folgenden immunhistochemischen 
Untersuchungen konnte eine spezifische Verteilung von FFAR2 und GPR109A im 
Pansenepithel festgestellt werden. Dabei wurde GPR109A vor allem in den 
Gewebeschichten des Stratum granulosum und in den äußeren Lagen des Stratum 
spinosum angefärbt, während FFAR2 eher basal im Bereich der Strata spinosum und 
basale detektiert wurde (Publikation 2, Fig. 2). Auch WANG et al. (2012a) konnten 
FFAR2 im bovinen Pansenepithel immunhistochemisch detektieren, während 
GPR109A bisher lediglich in der Leber und im Fettgewebe von Rindern auf Genebene 
(AGRAWAL et al. 2017) sowie auch auf Proteinebene in boviner Leber und 
Skelettmuskulatur (TITGEMEYER et al. 2011) nachgewiesen wurde. Somit stellen die 
vorliegenden Untersuchungen den ersten positiven Nachweis von GPR109A-Protein 
im Pansenepithel des Schafes dar. Im Gegensatz zu der vorliegenden Arbeit, die 
keinen schlüssigen Nachweis für FFAR3 erbrachte, konnten LU et al. (2015) im 
Pansenepithel von Ziegen FFAR3 sowohl auf Gen- als auch Proteinebene detektieren. 
Neuere Untersuchungen an wachsenden Ziegen konnten zudem eine mit 
zunehmendem Alter (0 bis 70 Tage postnatal) stetig steigende Proteinkonzentration 
von FFAR2 und FFAR3 entlang des Gastrointestinaltraktes feststellen, wobei im 
Pansen, Labmagen und Zäkum numerisch die höchsten Konzentrationen gemessen 
wurden (RAN et al. 2019). Diese unterschiedliche Expression des FFAR3 in Ziegen 
und Schafen könnte zum einen mit der verschiedenartigen Futterauswahl (Ziege als 
Nahrungsselektierer vs. Schaf als Grasfresser; HOFMANN. 1989) zusammenhängen. 
Außerdem ist es möglich, dass rassespezifische Unterschiede bzw. die Fütterung auch 
ganz individuell Einfluss auf die Expression der Einzeltiere haben. Die Ursache für 






4.1.1 Regulation intrazellulärer Signalwege durch FFARs 
Im Darmepithel von Monogastriern wie Nagetieren oder dem Menschen werden den 
FFARs sowohl die Rezeption von SCFAs im Darmlumen als auch die Modulation von 
Sekretionsprozessen zugeschrieben (BORTHAKUR et al. 2012, TOLHURST et al. 
2012, AKIBA et al. 2015). Die Wirkungsvermittlung erfolgt dabei vor allem durch eine 
Verminderung des Spiegels intrazellulärer Botenstoffe wie cAMP, wenn die 
Rezeptoren an eine Gαi-Untereinheit gekoppelt sind. Auch eine Erhöhung 
intrazellulärer Ca2+-Spiegel ist nachgewiesen (LE POUL et al. 2003, TUNARU et al. 
2003, TOLHURST et al. 2012; vgl. 2.7.2 G-Protein-gekoppelte Rezeptoren). Studien 
an verschiedenen Nicht-Wiederkäuer-spezies konnten SCFAs als Liganden der 
FFARs aufzeigen (BROWN et al. 2003, LE POUL et al. 2003, TAGGART et al. 2005). 
Somit lag in der vorliegenden Studie nach erfolgreicher immunhistochemischer 
Lokalisation des FFAR2 und des GPR109A die Vermutung nahe, dass diese – analog 
zu anderen Spezies – auch im Pansenepithel durch SCFAs aktiviert werden können. 
Daher wurde in Voruntersuchungen zunächst an isoliertem, intakten Pansenepithel der 
Effekt einer Inkubation mit geringen SCFA-Konzentrationen auf die intraepithelialen 
cAMP-Spiegel untersucht. Um sowohl den Einfluss einer wenig als auch einer stark 
metabolisierbaren SCFA abzubilden, wurden Azetat und Butyrat vergleichend 
eingesetzt (Abb. 1, unveröffentlichte Ergebnisse). Dabei zeigte sich nach mukosaler 
und serosaler Zugabe von Azetat im Gegensatz zur Inkubation mit Butyrat keine 
Verminderung der intraepithelialen cAMP-Spiegel. Dies schließt jedoch eine 
Aktivierung der ruminalen FFARs durch Azetat nicht aus. Der beobachtete geringe 
Einfluss auf die cAMP-Spiegel könnte möglicherweise allein auf einer geringeren 
Affinität des Rezeptors bzw. der Rezeptoren für Azetat im Vergleich zu Butyrat liegen. 
Zudem ist es möglich, dass Azetat andere Signalwege beeinflusst wie zum Beispiel 
die Modulation intrazellulärer Ca2+-Spiegel oder über die regulierende βγ-Untereinheit 






Aufgrund der Wirkung bereits geringer Butyrat-Konzentrationen (2 mM, p < 0,1, Abb. 
1) auf die epithelialen cAMP-Spiegel, wurden alle nachfolgenden Studien 
ausschließlich mit Butyrat als repräsentativer SCFA durchgeführt. Letztendlich konnte 
eine signifikante Senkung der cAMP-Spiegel erzielt werden, wenn die Butyrat-
Konzentrationen beidseits des Epithels im Bereich der physiologischen Level des 
Panseninhaltes lagen (Publikation 2, Fig. 3). Je nach Fütterung werden Butyrat-
Konzentrationen im ovinen Pansen zwischen 10 mM und 15 mM detektiert 
(BERGMAN. 1990, SUÁREZ et al. 2007, LAARMAN et al. 2012). Die Senkung des 
cAMP-Spiegels weist auf eine Aktivierung von FFARs hin, die mit physiologischen 
 
Abb. 1: cAMP-Spiegel in Pansenepithelien nach Inkubation in Ussing-Kammern. 
Die Epithelien wurden beidseits für 30 Minuten mit Forskolin (oder Lösungsmittel) und 
anschließend einer SCFA (Butyrat oder Azetat) bzw. Lösungsmitteln (Kontroll- und 
Forskolingruppe) für weitere 60 Minuten inkubiert. Die Bestimmung der cAMP-Spiegel 
erfolgte wie in Publikation 2; 2.7.1 cAMP experiments of intact epithelia beschrieben. 
Die Box stellt das 25 %-Quantil bis 75 %-Quantil dar, die Linie markiert den Median, 
die Antennen kennzeichnen Minimum bis Maximum. Zur statistischen Analyse wurde 
ein Friedman-Test mit anschließendem Dunn-Test gegen die Forskolin-Gruppe 
durchgeführt (N = 8 Schafe, n = 32 Epithelien für Epithelien der Kontroll- und 
Forskolingruppe; N = 8, n = 16 für mit SCFA-behandelte Epithelien); GraphPad Prism 
5 Software. * markiert signifikante Unterschiede (p < 0,05); ϕ markiert statistische 






Butyrat-Konzentrationen erzielt werden kann und somit diese SCFA als potenziellen 
Rezeptor-Agonisten ausweist. 
In anderen Geweben wurden widersprüchliche Effekte von Butyrat auf die 
intrazellulären cAMP-Spiegel beobachtet: Sowohl in Neuroblastomzellen als auch den 
aus einem Kolonkarzinom hervorgegangenen CaCo-2-Zellen konnten nach Butyrat-
Gabe erhöhte cAMP-Spiegel festgestellt werden (PRASAD und SINHA. 1976, WANG 
et al. 2012b). Zur Erklärung dieser Befunde ist zu bedenken, dass ein stimulierender 
Einfluss auf die cAMP-Konzentration sowohl durch eine verstärkte Syntheseleistung 
mithilfe der ACs als auch durch einen verminderten Abbau mittels der 
Phosphodiesterase vermittelt werden kann. In den von WANG et al. (2012b) 
eingesetzten CaCo-2-Zellen konnte kein Einfluss von Butyrat auf transmembranäre 
ACs, wie sie in der Regel von FFARs aktiviert werden, festgestellt werden. Überdies 
fehlte in diesen Untersuchungen auch die Beteiligung der Phosphodiesterase (WANG 
et al. 2012b). Die Autoren schlossen daraufhin, dass die festgestellte Erhöhung der 
cAMP-Spiegel nach Butyrat-Inkubation durch eine Aktivierung der löslichen AC 
hervorgerufen worden sein könnte. Dieses Enzym wiederum liegt zytosolisch vor und 
wird nicht durch Forskolin, sondern erhöhte Spiegel an HCO3- und Ca2+ aktiviert 
(RAHMAN et al. 2013). Es ist also anzunehmen, dass die Stimulation der cAMP-
Spiegel durch Butyrat in den genannten Zellmodellen nicht durch eine Aktivierung von 
FFARs hervorgerufen wurde. 
Sieht man von den Untersuchungen von WANG et al. (2012b) sowie PRASAD und 
SINHA (1976) ab, konnten in verschiedenen Zellen und Geweben mit den 
vorliegenden Befunden übereinstimmende Ergebnisse erzielt werden: So wurden in 
transfizierten Zellen der Chinese-Hamster-Ovary-Zelllinie verminderte cAMP-Level 
nach Butyrat-Inkubation beobachtet, die auf eine Aktivierung von Gαi-Untereinheiten 
zurückgeführt werden konnten (BROWN et al. 2003, LE POUL et al. 2003, 
YONEZAWA et al. 2013). Im Gegensatz zu WANG et al. (2012b) provozierten 
BORTHAKUR et al. (2012) nach einer Butyrat-Inkubation im gleichen Zellmodell, den 
CaCo-2-Zellen, sowohl verminderte cAMP-Spiegel als auch eine damit einhergehende 
erhöhte MCT1-Aktivität. Zusätzlich konnten in der Untersuchung von BORTHAKUR et 
al. (2012) die gleichen Effekte auch durch Applikation von Niacin erzielt werden, was 
auf eine Beteiligung des GPR109A hindeutet, da dieser von pharmakologischen 
Niacin-Konzentrationen stimuliert wird (TUNARU et al. 2003). Auch Butyrat-
Konzentrationen, wie sie im Dickdarm von Monogastriern auftreten, konnten bereits 
als Rezeptor-aktivierend vermerkt werden (TUNARU et al. 2003, THANGARAJU et al. 
2009).  
Da in der vorliegenden Untersuchung FFAR2 und GPR109A erfolgreich im ovinen 





intraepitheliale cAMP-Spiegel beobachtet wurde, kann angenommen werden, dass im 
Pansenepithel der Einfluss von Butyrat auf intrazelluläre Signalwege über eine 
Aktivierung der Fettsäurerezeptoren vermittelt wird. Dabei könnte sowohl GPR109A 
als auch FFAR2 involviert sein. Dies soll im Folgenden näher diskutiert werden. 
4.1.2 GPR109A als potenzieller Butyrat-Rezeptor im Pansenepithel 
Das GPR109A-Protein konnte besonders in den lumennahen Epithelschichten des 
Stratum granulosum sowie des Stratum spinosum angefärbt werden, während FFAR2 
v. a. in den tieferen Ebenen des Stratum spinosum und des Stratum basale lokalisiert 
wurde (Publikation 2, Fig. 2). Dieses spezielle Verteilungsmuster legte zunächst den 
Verdacht nahe, dass v. a. der weiter apikal gelegene (d. h. zuerst mit den 
aufgenommenen SCFAs in Kontakt kommende) GPR109A zur Detektion der aus dem 
Lumen resorbierten SCFAs fungiert. Dementsprechend könnte dem FFAR2 eine Rolle 
in der Rezeption von im Blutkreislauf zirkulierenden SCFAs zuteilwerden. 
Trotz der Verminderung der cAMP-Spiegel infolge einer Inkubation mit 
physiologischen Butyrat-Spiegeln konnte im vorliegenden Fall an isolierten 
Pansenepithelien kein Effekt nach der Applikation von Niacin beobachtet werden 
(Publikation 2, Fig. 5). Dieses Vitamin wurde schon vielfach als pharmakologischer 
Agonist des Rezeptors GPR109A beschrieben (TUNARU et al. 2003, GILLE et al. 
2008, KENÉZ et al. 2014, PRIYADARSHINI et al. 2018), weshalb wir auch im 
Pansenepithel eine Reduktion der cAMP-Spiegel nach entsprechender Inkubation 
erwartet hatten. Da eine Niacin-Gabe jedoch unter unseren experimentellen 
Umständen ohne Wirkung auf die cAMP-Level blieb, erscheint eine Beteiligung des 
GPR109A an den hier hervorgerufenen Effekten durch Butyrat als unwahrscheinlich. 
Gleichwohl konnte GPR109A sowohl via RT-PCR als auch immunhistochemisch im 
Pansenepithel des Schafes nachgewiesen werden, was die Frage nach dessen 
potenzieller Rolle offenlässt: Eventuell könnte der Rezeptor in einer inaktiven Form 
vorliegen oder aber auch in intrazellulären Vesikeln gespeichert sein, wobei jedoch in 
beiden Fällen unklar ist, durch welche Prozesse die Rezeptormoleküle in die 
Zellmembran integriert bzw. aktiviert würden. Zudem kann nicht ausgeschlossen 
werden, dass die ovine (Ovis gmelini aries) Rezeptorvariante im Kontrast zum 
GPR109A anderer Spezies nicht durch Niacin aktiviert wird. Die Rezeptorhomologien 
liegen sowohl für die Nucleotid- als auch die Proteinsequenz entsprechend der NCBI-
Datenbank (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) bei ca. 80 % Identität zur gut 
untersuchten humanen (Homo sapiens) Variante. Dies könnte dafür sprechen, dass 
im Falle des Schafes andere Liganden den Rezeptor aktivieren, wenngleich auch 
zwischen der Maus (Mus musculus, die ebenfalls Grundlage zahlreicher Studien zum 
Niacin-Rezeptor GPR109A ist) und Homo sapiens ähnliche Übereinstimmungsraten 





aufzuzeigen. Betrachtet man Bovidae insgesamt, so wurde der GPR109A bislang nur 
sehr unzureichend funktionell untersucht (N. B.: Grundsätzlich liegen für den 
GPR109A wenig Daten aus Wiederkäuer-Spezies vor). Lediglich in kultivierten 
bovinen Adipozyten konnte eine Niacin-induzierte Sekretion von Adiponektin 
hervorgerufen werden, die Pertussis-Toxin-sensitiv war (KOPP et al. 2014). Pertussis-
Toxin wiederum hemmt Rezeptoren, die (wie z. B. GPR109A) an eine Gαi-Untereinheit 
gekoppelt sind (ABALO et al. 2004). Dies deutet daraufhin, dass zumindest die bovine 
Variante sehr wohl Niacin als Agonisten eines Gαi-gekoppelten FFARs wie den 
GPR109A aufweist. Dass der ovine Rezeptor nicht auf Niacin reagiert, scheint auf 
Basis dieser Erkenntnisse unwahrscheinlich, kann jedoch nicht ausgeschlossen 
werden. 
4.1.3 FFAR2 als potenzieller Rezeptor für Butyrat 
Neben der Vermittlung durch FFARs könnte der hemmende Einfluss des Butyrats auf 
den cAMP-Spiegel auch direkt über eine Hemmung von dessen Synthese vermittelt 
werden: Wie unter 4.1.1 Regulation intrazellulärer Signalwege durch FFARs 
ausgeführt, konnten WANG et al. (2012b) erhöhte cAMP-Spiegel nach Butyrat-Gabe 
beobachten, die sie in Zusammenhang mit einer erhöhten Aktivität der löslichen AC 
gebracht haben. In der vorliegenden Untersuchung ist eine Beteiligung ebenjenes 
Enzyms allerdings eher fraglich. Einerseits wird die lösliche AC zwar durch einen 
saureren pH-Wert, wie er durch die Aufnahme von Butyrat ins Zytosol der 
Pansenepithelzellen vorliegt (vgl. Publikation 1, Fig. 1 sowie 2.2.1 Apikale Aufnahme 
in das Pansenepithel), gehemmt (RAHMAN et al. 2013). Andererseits führt eine 
Forskolin-Applikation nicht zur Stimulation dieses Enzyms, d. h. Forskolin hätte in 
diesem Fall keinen Einfluss auf die cAMP-Spiegel (RAHMAN et al. 2013). Die 
vorliegenden Untersuchungen zum Effekt einer reinen Forskolin-Inkubation zeigten 
jedoch eindeutig signifikant erhöhte cAMP-Spiegel (Publikation 2, Fig. 3). 
Da also im Pansenepithel die Wirkungsvermittlung von Butyrat sowohl über GPR109A 
als auch ausschließlich über die lösliche AC zweifelhaft scheint, könnten die Effekte 
dieser SCFA im Pansenepithel auf den intraepithelialen cAMP-Spiegel durch 
Aktivierung des FFAR2 erklärt werden. Dafür spricht eine Studie von HUDSON et al. 
(2012), die verschiedene Affinitäten für die einzelnen SCFAs bei unterschiedlichen 
Spezies darlegt: So wird die humane Rezeptorvariante sowohl von Azetat als auch 
Propionat gleichermaßen aktiviert, während Butyrat effektlos schien. Andererseits 
konnte der bovine FFAR2 insbesondere durch längerkettige SCFAs wie Butyrat 
aktiviert werden. Somit könnte also auch im Schaf eine Aktivierung von FFAR2 durch 
Butyrat möglich sein. Dennoch müssen FFAR2-Agonisten- bzw. Antagonistenstudien 
durchgeführt werden, um darüber Gewissheit zu erlangen. Zum Zeitpunkt unserer 





nicht verfügbar, doch Experimente mit den mittlerweile erhältlichen Analoga sollten 
darüber neue Aufschlüsse geben können (HANSEN et al. 2018). 
4.2 Seitenabhängigkeit der Butyrat-Effekte 
Sowohl die klare Unterscheidung nach immunhistochemischer Lokalisation von 
GPR109A und FFAR2, d. h. ersterer in oberflächlicheren Epithelschichten und 
letzterer in den tiefen, basalen Ebenen (Publikation 2, Fig. 2), als auch die 
Charakteristika der SCFA-Produktion im Pansenlumen, deren Konzentration bei 
weitem die im blutseitigen Kompartiment übertreffen, warfen die Frage nach 
seitenspezifischen Effekten der Butyrat-Applikation auf. Während im Lumen des 
Schafpansens Gesamtkonzentrationen von SCFAs in Höhe von ca. 100 mM auftreten 
können, bewegen sich diese im Blut zwischen 1 mM (arteriell) und 2 mM (in der 
Portalvene; BERGMAN. 1990). Entgegen unserer anfänglichen Vermutung erscheint 
eine Aktivierung des GPR109A durch mukosal anflutende SCFAs eher 
unwahrscheinlich, da der Niacin-Stimulus - wie oben ausgeführt - keinen Effekt auf die 
intraepithelialen cAMP-Spiegel zeigte. Dennoch blieb die Frage offen, ob im 
Blutkreislauf zirkulierende SCFAs den basolateralen FFAR2 aktivieren können. 
Um dieser Fragestellung nachzugehen, wurden daher isolierte Pansenepithelien nach 
Forskolin-Stimulation vergleichend nur mukosal oder nur serosal gegenüber Butyrat 
exponiert. Es konnten signifikant niedrigere cAMP-Spiegel nach mukosaler Butyrat-
Inkubation im Vergleich zu rein Forskolin-stimulierten Epithelien festgestellt werden, 
während eine serosale Gabe der gleichen Butyrat-Konzentration keinerlei Wirkung 
zeigte (Publikation 2, Fig. 4). Zur Beurteilung dieses Sachverhaltes, ist es notwendig, 
sich den unter 2.2 Transport kurzkettiger Fettsäuren über das Pansenepithel bereits 
erläuterten strukturellen Aufbau und die damit verbundenen Konsequenzen für den 
Transport von SCFAs über das Pansenepithel vor Augen zu führen (vgl. Publikation 1, 
Fig. 1 sowie 2.2.1 Apikale Aufnahme in das Pansenepithel): GRAHAM und SIMMONS 
(2005) stellten das Pansenepithel als funktionelles Synzytium dar, in dem die SCFAs 
nach apikaler Aufnahme durch Diffusion über Gap-Junctions von apikal nach 
basolateral transportiert werden und letztlich durch verschiedene unter 2.2.2 
Basolaterale Ausschleusung in den Blutstrom erwähnte Mechanismen in das Blut 
abgegeben werden. 
Der Transport von serosal nach mukosal (d. h. die Sekretion in das Pansenlumen aus 
dem Blutstrom) spielt unter physiologischen Bedingungen nahezu keine Rolle infolge 
der oben geschilderten Gegebenheiten der SCFA-Konzentrationen und 
Transportereigenschaften. Aber selbst bei Vorlage eines unphysiologischen Butyrat-
Konzentrationsgradienten von serosal nach mukosal konnten SEHESTED et al. 





detektieren (mit inversem Konzentrationsgradienten), wenn sie den Flux von serosal 
nach mukosal betrachteten. Auch DENGLER et al. (2014) bestätigten bei Vorlage 
identischer SCFA-Konzentrationen beidseits des Epithels eine ausgeprägte 
Seitenabhängigkeit der Butyrat-Ausschleusung auf der serosalen im Kontrast zur 
mukosalen Epithelseite des Schafpansens. Der beobachtete geringe Einfluss auf den 
cAMP-Spiegel nach serosaler Zugabe von Butyrat (Publikation 2, Fig. 4) ließe sich also 
damit erklären, dass die Transportvorgänge über die basolaterale Membran des 
Pansenepithels hauptsächlich der SCFA-Extrusion und weniger der Aufnahme in das 
Epithel dienen, wodurch diese auch nicht zur intraepithelialen Rezeptor-Aktivierung 
zur Verfügung stehen. 
Das Pansenepithel ist folglich darauf spezialisiert, einen gerichteten Transport von 
mukosal nach basolateral zu gewährleisten, sodass auch die von uns beobachteten 
Effekte nach mukosaler Butyrat-Applikation auf die physiologischen 
Transportvorgänge zurückzuführen sein könnten. Da Untersuchungen mit dem FFAR-
Agonisten Niacin (TUNARU et al. 2003) den GPR109A als potenziellen Vermittler der 
cAMP-Effekte als unwahrscheinlich erscheinen lassen, könnte eine Aktivierung des 
FFAR2 in den basalen Epithelschichten erfolgen. Hierbei ist jedoch zu beachten, dass 
SCFAs, und insbesondere Butyrat (siehe Publikation 1, Catabolism of SCFA in the 
ruminal epithelium and ist advantages und 2.3 Metabolisierung kurzkettiger Fettsäuren 
im Pansenepithel) intensiv im Epithel metabolisiert werden (KRISTENSEN und 
HARMON. 2004b). Dies eröffnet eine weitere Perspektive der FFAR-Aktivierung: Weil 
sich der FFAR2 v. a. in den metabolisch aktiven Epithellagen des Stratum spinosum 
und Stratum basale anfärben lies (GRAHAM und SIMMONS. 2005), dem Bereich, in 
dem vermutlich die stärkste Ketogenese stattfindet (PENNER et al. 2011), könnten 
also direkt die Ketonkörper (v. a. β-HB) als Liganden für den FFAR2 agieren. 
Entsprechend der oben erläuterten Transportvorgänge über das Pansenepithel 
scheint auch die Metabolisierungsrate von Butyrat seitenabhängig unterschiedlich 
stark ausgeprägt: Während beim Transport vom Pansenlumen ins Blut ca. 95 % des 
applizierten Butyrats metabolisiert auf der serosalen Seite erschienen, galt dies im 
umgekehrten Fall für lediglich 38 % (SEHESTED et al. 1999a). Butyrat, das 
physiologisch luminal aufgenommen wird, wurde in diesem Fall folglich nahezu 
vollständig metabolisiert, wohingegen aus dem serosalen Reservoir (in vitro) 
aufgenommenes Butyrat in deutlich geringerem Ausmaß zu Ketonkörpern abgebaut 
wurde (SEHESTED et al. 1999a). Analog lägen also im vorliegenden Fall für die 
Aktivierung des FFAR2 nach mukosaler Butyrat-Applikation wesentlich höhere 
Konzentrationen an Ketonkörpern vor als nach serosaler Gabe. Zudem ist eine 
unmittelbare Ausschleusung der serosal aufgenommenen SCFA- in den basalen 
Epithelschichten durch zuvor beschriebene Transporter wie HCO3--Austauscher und 





die Fettsäuren rezyklieren und sofort der Metabolisierung entzogen werden und 
folglich weniger potenzielles Substrat für den FFAR2 zur Verfügung stellen. 
Die Annahme einer Aktivierung von FFAR2 durch Butyrat-Metaboliten wird unterstützt 
durch Untersuchungen in murinen Adipozyten und in sympathischen Neuronen, in 
denen eine Aktivierung von GPR109A bzw. FFAR3 durch β-HB gezeigt werden konnte 
(TAGGART et al. 2005, WON et al. 2013). Bislang wurde ein ähnlicher Sachverhalt 
jedoch noch nicht für den FFAR2 gezeigt. Daher sind anschließende Studien mit 
verschiedenen Ketonkörpern und deren Effekte auf die cAMP-Spiegel in Kombination 
mit FFAR2-Agonisten und -Antagonisten wünschenswert, um eine Beteiligung des 
Rezeptors sowie die Bedeutung der SCFA-Metaboliten einzugrenzen. 
4.3 pH-Abhängigkeit der cAMP-Spiegel 
Die unter 4.1.1 Regulation intrazellulärer Signalwege durch FFARs sowie 4.2 
Seitenabhängigkeit der Butyrat-Effekte diskutierten Ergebnisse wurden alle an 
intakten Pansenepithelien erhoben, die in Ussing-Kammern inkubiert und beidseits mit 
einer Pufferlösung umspült wurden, deren pH-Wert 7,4 betrug. Mit diesen 
Inkubationsbedingungen sollten ‚Nebeneffekte‘ infolge eines pH-Gradienten 
ausgeschlossen werden. Nachdem nun jedoch beobachtet wurde, dass v. a. mukosal 
anflutende SCFAs zu signifikant verminderten cAMP-Spiegeln führten, sollte der 
Einfluss eines physiologischen (ergo leicht sauren) pH-Wertes im mukosalen 
Pufferreservoir auf den cAMP-Spiegel im Epithel untersucht werden. 
Publikation 2, Fig. 6 zeigt den Einfluss des pH-Wertes auf die cAMP-Level nach 
mukosaler Inkubation der Epithelien in einer Pufferlösung mit einem pH-Wert von 7,4 
oder 6,5. Es fällt auf, dass sich die Versuchsgruppen mit der gleichen 
Wirkstoffinkubation im Hinblick auf den pH-Wert nur im Falle der Butyrat-Behandlung 
unterscheiden. In den zuvor betrachteten Ansätzen führte eine mukosale Butyrat-
Applikation im leicht alkalischen Milieu von 7,4 beidseits des Epithels zu signifikant 
verminderten cAMP-Spiegeln. Das konnte allerdings im unter 2.7.4 Influence of pH on 
cAMP levels der Publikation 2 besprochenen Versuchsansatz nicht reproduziert 
werden. Dies könnte auf einer stets vorliegenden, relativ hohen Streuung der 
Forskolin-Antwort der unterschiedlichen Epithelien beruhen. Zwar wurde bei der 
Auswahl der verwendeten Epithelien eines Versuchs ein großes Augenmerk auf eine 
größtmögliche makroskopische Homogenität der einzelnen Gewebestücke gelegt, 
trotzdem reagierten diese nicht immer konstant auf die Forskolin-Stimuli. Im 
vorliegenden Fall könnten also die Epithelien, die mit Forskolin und Butyrat behandelt 
wurden, sehr stark auf eine cAMP-Stimulation reagiert haben, während die rein 





Zudem sind auch individuelle Effekte der Einzeltiere nicht auszuschließen, jedoch 
anhand der vorliegenden Daten nicht ableitbar. 
Im Vergleich der unterschiedlichen Inkubationsbedingungen hinsichtlich des pH-
Wertes konnte in den Kontrollansätzen, in denen lediglich Lösungsmittel oder 
Forskolin hinzugegeben wurde, kein Unterschied zwischen den verschiedenen 
Grundbedingungen (pH 7,5 vs. 6,5) festgestellt werden. Somit scheint der pH-Wert per 
se keinen Einfluss auf die Synthese bzw. den Abbau von cAMP zu haben. Betrachtet 
man jedoch die Effekte einer mukosalen Butyrat-Zugabe zu Pufferlösungen unter den 
Bedingungen eines „physiologischen“ pH-Wertes (6,5), so fällt auf, dass die cAMP-
Spiegel stark vermindert sind, sowohl im Vergleich zu Forskolin-stimulierten Epithelien 
als auch zur Vergleichsgruppe mit Inkubation bei pH 7,4 (siehe Publikation 2, Fig. 6). 
Die Spiegel sind sogar derartig niedrig, dass sie sich nicht signifikant von den 
Kontrollepithelien mit Lösungsmitteln unterscheiden. Dies bedeutet, dass Butyrat unter 
den Bedingungen eines leicht sauren Milieus einer Stimulation der cAMP-Bildung 
durch Forskolin sehr effektiv entgegenwirken kann. Dem könnten mehrere Ursachen 
zugrunde liegen: 
Wie in Publikation 1, Fig. 1 bzw. Transport of SCFA across the epithelium dargestellt, 
können in einem saureren Milieu SCFAs sowohl über lipophile Diffusion als auch 
mithilfe von HCO3--Austauschern vermehrt in das Epithel aufgenommen werden. Da 
der pH-Wert im Zytosol der Pansenepithelzellen bei etwa 7,4 liegt (BENESCH et al. 
2014), kommt es nach Aufnahme von HSCFAs schnell zur Dissoziation im Zellinneren 
aufgrund des pKs-Wertes von 4,8 (CISTOLA et al. 1982). Somit führt also sowohl die 
Resorption über lipophile Diffusion als auch im Austausch mit HCO3- zu einer 
Ansäuerung des Zytosols. Die beobachtete Modulation der intrazellulären Signalwege 
könnte zunächst in einem direkten Einfluss des pH-Wertes auf die cAMP-Spiegel 
begründet sein: So ist für die lösliche AC bekannt, dass eine Ansäuerung zur 
Aktivitätsminderung führt (RAHMAN et al. 2013), doch sollte in diesem Fall kein Effekt 
durch Forskolin hervorrufbar sein. Wie bereits oben erläutert, ist in unseren 
Untersuchungen also nicht davon auszugehen, dass die lösliche AC eine Rolle spielt. 
Im Gegensatz zu diesem Enzym ist bei transmembranären ACs, wie sie bei Kopplung 
an G-Proteine vorkommen (also auch bei FFARs), bislang kein hemmender Einfluss 
von H+ auf deren Aktivität beschrieben (DESSAUER et al. 2017). EL KEBIR et al. 
(2017) konnten in neutrophilen Zellen sogar eine Erhöhung der intrazellulären cAMP-
Spiegel durch extrazelluläre Ansäuerung (von pH 7,4 auf pH 6,5) hervorrufen. Zudem 
zeigte sich in der vorliegenden Arbeit in allen weiteren Behandlungen (Kontrolle, 
Forskolin und Forskolin + Niacin) kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden 
pH-Gruppen. Diese Befunde deuten darauf hin, dass die vorliegende Verminderung 





nachfolgend (Butyrat-vermittelt) des Zytosols verursacht wurde, sondern vielmehr 
durch Butyrat selbst. Dabei könnten wie bereits in 4.2 Seitenabhängigkeit der Butyrat-
Effekte ausgeführt nicht nur Butyrat, sondern v. a. auch dessen Metaboliten 
Azetoazetat und β-HB (WEIGAND et al. 1975) eine Aktivierung des FFAR2 
hervorrufen. Die verstärkte cAMP-Reduktion im sauren Milieu beruht damit vermutlich 
auf einer erhöhten Substratbereitstellung für den FFAR2. 
Auch wenn der genaue Wirkmechanismus von unseren Befunden bislang nicht 
eindeutig abgeleitet werden kann, stellt sich die Frage nach den Auswirkungen der 
durch Butyrat modulierten Signalwege im Pansenepithel. Wie eingangs beschrieben 
und in Publikation 1, Acidosis and ruminal epithelium erläutert, stellen steigende 
SCFA-Konzentrationen im Pansenlumen eine große Herausforderung an die 
epitheliale pH-Homöostase dar. Zusätzlich zur epithelialen Azidifizierung weisen 
sowohl die dissoziierten SCFAs als auch die (aus dem intraepithelialen SCFA-
Katabolismus entstehenden) Ketonkörper im Vergleich zu HSCFAs eine (teilweise 
wesentlich) geringere Lipophilie auf (LEO et al. 1971), sodass diese Substrate 
Proteinstrukturen zur Überwindung der basolateralen Zellmembran benötigen. Eine 
effektive Ausschleusung ist wiederum notwendig, um eine toxische Akkumulation im 
Zytosol zu verhindern (siehe Publikation 1, Fig. 2). Ein vielversprechender Vertreter 
dieser basolateralen SCFA(-Metaboliten)-Transporter ist der im Stratum basale 
verortete MCT1 (MÜLLER et al. 2002, KIRAT et al. 2006a, GRAHAM et al. 2007), der 
zudem eine wesentliche Rolle für die intrazelluläre pH-Homöostase zu spielen scheint 
(KIM GARCIA et al. 1994, DENGLER et al. 2014, AKIBA et al. 2015). Daher wurde im 
Anschluss der Einfluss verschiedener cAMP-Spiegel auf die Aktivität der MCTs im 
ovinen Pansenepithel betrachtet. 
4.4 Einfluss von cAMP auf die Aktivität der MCTs 
Wie unter 2.8.2 Regulation der MCTs beschrieben, deuten Befunde aus Studien an 
Nicht-Wiederkäuerspezies darauf hin, dass die MCT-Aktivität bzw. die MCT-
Expression in der Zellmembran durch variierende cAMP-Spiegel moduliert werden 
kann. Nachdem wir einen hemmenden Effekt von Butyrat auf die intraepithelialen 
cAMP-Level im Schafpansen festgestellt haben, lag nun der Gedanke nahe, dass – 
ähnlich dem Mechanismus in anderen Geweben – die ruminalen MCTs ebenfalls durch 
erhöhte cAMP-Spiegel gehemmt bzw. durch verminderte Spiegel aktiviert würden. 
Dies würde bedeuten, dass bei einem starken Anfluten von SCFAs (wie zum Beispiel 
bei einer kraftfutterreichen Mahlzeit) vermehrt SCFAs resorbiert werden, die im 
folgenden FFARs aktivieren. Die daraufhin erniedrigten cAMP-Spiegel könnten dann 
wiederum zu einer gesteigerten MCT-Aktivität führen und somit die epitheliale 





sowie den H+ unterstützen. Daher folgten Azetat-Fluxstudien in Kombination mit MCT-
Hemmstoffen und z. T. unter Einsatz von Forskolin. 
Da bis dato keine spezifischen Hemmstoffe bekannt sind, die nur MCTs hemmen 
(HALESTRAP und PRICE. 1999), nutzten wir zwei verschiedene Hemmstoffe (CHC 
und p-Hydroxymercuribenzoesäure (pHMB), letzteres hemmt im Falle von MCT1 und 
MCT4 das essenzielle Glykoprotein Basigin; WILSON et al. 2005), die häufig zur 
Inhibition dieser Transporter genutzt werden. Diese wurden beidseits des Epithels 
appliziert, wodurch prinzipiell sowohl MCT4 apikal als auch MCT1 basolateral und 
eventuell ebenso MCT2 im Inneren des Epithels (im Falle von CHC, nicht jedoch von 
pHMB; vgl. 2.8.2 Regulation der MCTs) gehemmt werden könnten. Bisherige 
Transport-Studien weisen darauf hin, dass v. a. der MCT1 für die Permeation von 
SCFAs über das Pansenepithel von quantitativer Bedeutung ist (KIRAT et al. 2006b, 
ASCHENBACH et al. 2009), sodass die im Folgenden diskutierten Ergebnisse v. a. 
diesem zugeschrieben werden. Dennoch ist anzunehmen, dass auch MCT4 einen 
geringen Anteil am Transportgeschehen über das Pansenepithel in unseren 
Untersuchungen hat. Jedoch liegen keine Hinweise vor, dass dieser im vorliegenden 
Fall gegensätzlich zu MCT1 reguliert wird. 
Im Kontrast zu den bisherigen Experimenten wurde dieser Ansatz mit Azetat als 
eingesetzter SCFA durchgeführt, um eine Fettsäure zu nutzen, die sicher mithilfe des 
MCT1 in die Blutbahn ausgeschleust (DENGLER et al. 2014) und im Gegensatz zu 
Butyrat kaum metabolisiert wird (KRISTENSEN et al. 2000b). 
Wie in Publikation 2, Fig. 7 ersichtlich, konnten wir anhand der festgestellten 
Veränderungen in der Azetat-Permeation entgegen unserer Vermutung keinerlei 
hemmenden Einfluss hoher cAMP-Spiegel auf den MCT1 feststellen. Zwar wurde der 
Azetat-Transport signifikant durch die Anwendung der Hemmstoffe reduziert (was auf 
einen Transport der SCFA mittels MCT1 hindeutet), jedoch ließ sich kein Effekt durch 
eine reine Forskolin-Zugabe geschweige denn eine additive Hemmung von Forskolin 
in Kombination mit CHC oder pHMB erzielen. Dies ist in Übereinstimmung mit einer 
Studie von GÄBEL et al. (1999), in der eine Forskolin-Zugabe auch auf den Propionat-
Transport keinen Einfluss hatte. Somit scheint die von DENGLER et al. (2015) 
beobachtete Hochregulierung des MCT1 im Pansenepithel des Schafes infolge hoher 
Butyrat-Konzentrationen nicht auf veränderten cAMP-Spiegeln zu beruhen und wird 
daher vermutlich nicht durch FFAR2 vermittelt. 
Unsere Ergebnisse stehen im Gegensatz zu in vitro-Befunden der humanen 
Skelettmuskulatur sowie des zerebralen Endothels der Ratte, in denen hohe cAMP-
Spiegel bzw. dessen Analoga zu einer Hemmung der MCT1-Aktivität führten (SMITH 





Abnahme der Proteinexpression (NARUMI et al. 2010) bzw. eine Internalisierung der 
Transporter und Cluster-Bildung im Zytosol zurückgeführt werden (SMITH et al. 2012, 
UHERNIK et al. 2014). Im intestinalen Darmzellmodell (C2BBe1-Zellen sowie IEC-6-
Zellen) konnten BORTHAKUR et al. (2012) sogar eine Stimulation der MCT1-Aktivität 
bei gleichzeitig geringen cAMP-Spiegeln infolge einer FFAR-Aktivierung nachweisen. 
Da im Schafpansen nach den vorliegenden Daten kein Einfluss von cAMP auf die 
MCT1-Aktivität abgeleitet werden kann, wurden keine weiteren Untersuchungen der 
Transporterexpression vorgenommen. 
Nachdem in kultivierten Pansenepithelzellen unter Stimulation von PPARα trotz 
Veränderung auf mRNA-Ebene keine funktionelle Hochregulierung des MCT1 
festgestellt werden konnte, äußerten BENESCH et al. (2014) die Vermutung, dass 
MCT1 im Pansenepithel bereits unter physiologischen ‚Normalbedingungen‘ hohe 
Transportraten erzielt, sodass eine Steigerung nur bedingt möglich ist. Dies wird auch 
durch die ausgeprägte Transporterexpression in den Schichten des Stratum basale 
sowie Stratum spinosum unterstützt (MÜLLER et al. 2002, KIRAT et al. 2006b, 
GRAHAM et al. 2007). Da aufgrund der relativ hohen Verweildauer der SCFAs im 
Lumen des Pansens im Vergleich zum Kolonlumen des Monogastriers (VON 
ENGELHARDT et al. 2015) die SCFA-Konzentrationen im Pansenlumen trotz 
kurzzeitiger Fütterungsschwankungen stets als moderat bis hoch einzustufen sind, 
könnte MCT1 in der meisten Zeit bereits auf hohem Niveau arbeiten und somit nur 
wenig Regulationsbedarf aufweisen. Unsere ursprüngliche Arbeitshypothese, der 
zufolge MCT1 als entscheidendes pH-regulatives Transportprotein mittels FFAR-
modulierter cAMP-Spiegel kurz- und mittelfristig reguliert wird, ließ sich somit nicht 
bestätigen. Möglicherweise erfolgt die Regulation des MCT1 im Pansenepithel aber 
durchaus auch über cAMP, allerdings nur unter langandauernden, speziellen 
Bedingungen wie etwa in Zeiten der negativen Energiebilanz postpartaler Rinder. Dies 
ist jedoch auf Grundlage dieser Studie rein spekulativ und müsste mithilfe von 
Langzeitstudien überprüft werden. 
4.5 Einfluss von cAMP auf die NHE-Aktivität 
Neben MCTs spielt auch die Familie der NHEs eine wesentliche Rolle in der pH-
Stabilisierung des Pansenepithels. So liegen schon seit geraumer Zeit Erkenntnisse 
vor, die die Existenz dieser Transporter in der Pansenwand nahelegen: Zum einen 
konnten mehrere Studien einen Amilorid-sensitiven Na+-Transport im Pansenepithel 
nachweisen (MARTENS und GÄBEL. 1988, GÄBEL et al. 1991b), zum anderen 
wurden verschiedene Isotypen bereits immunhistochemisch lokalisiert (GRAHAM et 
al. 2007, RABBANI et al. 2011, AHMED et al. 2014; vgl. 2.9.3 NHEs im Pansenepithel). 
Dabei wurde NHE3 verstärkt in den apikalen Schichten des Epithels angefärbt, 





(2007) konnten diesen im bovinen Pansenepithel ebenfalls in den apikalen Lagen 
verorten. 
Betrachtet man die Regulation der NHEs, zeigen sich gewisse Überschneidungen mit 
den MCTs (siehe 2.9.2 Regulation der NHEs). Dabei konnte in verschiedenen Studien 
an Nicht-Wiederkäuerspezies eine Beeinflussung der NHE-Aktivität durch cAMP 
beobachtet werden, die z. T. auf veränderten Phosphorylierungen der Transporter 
beruht (AZARANI et al. 1995, CABADO et al. 1996). Während hohe cAMP-Spiegel 
NHE1 stimulieren (AZARANI et al. 1995, JACOB et al. 2000), wird NHE3 dadurch 
gehemmt (COLLAZO et al. 2000). 
Im abschließenden Teil der vorliegenden Arbeit sollte daher geklärt werden, inwiefern 
die durch Butyrat bzw. eventuell dessen Metaboliten hervorgerufenen Änderungen des 
cAMP-Spiegels Einfluss auf die ruminalen NHEs haben. Deren Aktivität wurde indirekt 
mithilfe von pHi-Messungen an kultivierten Pansenepithelzellen erhoben, da diese im 
Gegensatz zum gesamten intakten Epithelverband zur Betrachtung von 
Regulationsmechanismen weniger Störfaktoren ausgesetzt sind und somit die 
einzelnen Komponenten deutlicher abgegrenzt werden können. Das bereits in der 
Arbeitsgruppe genutzte Protokoll zur Gewinnung von primärkultivierten 
Pansenepithelzellen wurde erweitert, um eine Verunreinigung mit subepithelialem 
Bindegewebe (v. a. Fibroblasten) weiter zu minimieren. Dies erfolgte in Anlehnung an 
die Gewinnung von humanen Keratinozyten aus der Haut (KITANO und OKADA. 1983; 
siehe Publikation 2; 2.8.1 Isolation of cells). Dabei wurde das Pansenepithel über 
Nacht in Dispase inkubiert und anschließend der dadurch leicht ablösbare 
Epithelverband mithilfe einer enzymatisch-mechanischen Aufarbeitung aufgelöst, um 
die Einzelzellen zu gewinnen. Die Subkultivierung entsprach dem bereits im Institut 
etablierten Protokoll (siehe Publikation 2; 2.8.1 Isolation of cells). Eine 
immunzytochemische Fluoreszenzfärbung mit Pankeratin-Antikörper sowie Zonula-
Occludens 1-Antikörper diente dem Nachweis des überwiegend epithelialen 
Charakters der Zellkultur. Abbildung 2 zeigt beispielhaft nach oben beschriebener 






Um nun die NHE-Aktivität der kultivierten Epithelzellen zu beurteilen, wurden diese 
zweimalig einer Ansäuerung mittels NH3/NH4-Präpuls unterzogen und die 
darauffolgende Gegenregulation betrachtet. Die erste Reaktion wurde stets als 
‚individuelle‘ Referenz genutzt, um in der zweiten Ansäuerung den Einfluss eines NHE-
Hemmstoffes (EIPA) und/oder hoher cAMP-Spiegel (durch Forskolin-Inkubation) zu 
erheben. Die vorliegenden Daten weisen auf eine leicht verminderte Kapazität der 
Zellen zur Gegenregulation hin, wenn die Inkubation bei hohen intrazellulären cAMP-
Spiegeln stattfand (siehe Publikation 2, Fig. 9). Dies könnte auf eine Hemmung des 
NHE3 zurückzuführen sein, dessen Aktivität durch die Applikation von EIPA (die eine 
signifikante Hemmung der Alkalisierung hervorrief) nachgewiesen wurde (Publikation 
2, Fig. 9). SCHWEIGEL et al. (2000, 2005) konnten an isolierten Pansenepithelzellen 
ebenfalls eine verminderte pHi-Gegenregulation feststellen, nachdem sie hohe cAMP-
Spiegel durch ein Analogon bzw. einen gehemmten Abbau simulierten. Dabei kam es 
nach einer initialen Azidifizierung, welche die Autoren einer NHE3-Hemmung 
zuschrieben, zur Alkalisierung, die Ausdruck einer gesteigerten NHE1-Aktivität sein 
könnte (SCHWEIGEL et al. 2005). Zudem zeigte diese Arbeitsgruppe auch, dass 
neben NHEs auch die vH+-ATPase maßgeblich an der pHi-Regulation oviner 
Pansenepithelzellen beteiligt ist (ETSCHMANN et al. 2006). Eine Regulation dieses 
Transportproteins durch cAMP ist bislang jedoch nicht bekannt. Da durch die 
Applikation von EIPA, das sowohl NHE1 als auch NHE3 hemmt, eine Unterscheidung 
der beiden Isotypen im vorliegenden Fall nicht möglich ist, könnte auch in unserem 
                       
Abb. 2: Nachweis von Pankeratin (grün) und Zonula-Occludens 1 (rot) in 
subkultivierten Pansenepithelzellen. Nach Präinkubation mit Ziegenserum und 
Triton X-100 wurden die fixierten Zellen für 24 Stunden mit Primärantikörpern gegen 
Pankeratin sowie Zonula-Occludens 1 inkubiert. Im Anschluss erfolgte die Inkubation 
mit sekundären, fluoreszierenden Antikörpern. Die Zellkerne sind mit 4',6-Diamidino-





Fall eine Aktivitätshemmung des NHE3 durch die gegenteilige Regulation von NHE1 
zumindest teilweise kaschiert worden sein. Zudem ist für den NHE3 bekannt, dass der 
Transporter infolge von Phosphorylierungen internalisiert wird und somit der pHi-
Regulation mit dem Interstitium/Medium vorübergehend nicht mehr zur Verfügung 
steht (ZHAO et al. 1999). Es könnte daher in den eigenen Studien eine zu kurze 
Inkubation stattgefunden haben, um diese Internalisierungsprozesse abzubilden. Die 
verhältnismäßig schnellen Wechsel des Mediums (drei bzw. fünf Minuten) wurden 
jedoch angewendet bzw. waren nötig, um das Aktivitätsmaximum der NHEs (30 bis 60 
Sekunden nach Wechsel; ALEXANDER et al. 2007) bis zur anschließenden 
Plateauphase zu analysieren. Um den Einfluss von cAMP sowohl auf NHE1 als auch 
NHE3 im Pansenepithel zu erheben, sind zukünftige Folgestudien mit spezifischen 
Hemmstoffen wünschenswert. 
RABBANI et al. (2011) konnten im intakten Epithelverband hauptsächlich NHE3 als 
apikalen Vermittler der Na+-Resorption ausmachen, während NHE1 in diesen 
Untersuchungen keinerlei Einfluss auf den Natriumtransport zeigte. Somit könnte auch 
im Pansenepithel eine Arbeitsteilung gemäß weiteren Geweben (wie v. a. am Darm 
untersucht) auftreten, derartig, dass NHE1 hauptsächlich für die basolateral lokalisierte 
pHi-Regulation zuständig ist (MAHER et al. 1996), während NHE3 v. a. in die apikale 
Na+-Aufnahme involviert ist (NOEL und POUYSSEGUR. 1995). Dies wird unterstützt 
durch eine Studie von LU et al. (2016), die ebenfalls eine starke Abhängigkeit der 
mukosalen Na+-Aufnahme von NHE3 detektierten. Es wurde wiederholt gezeigt, dass 
die transruminale Na+-Resorption durch SCFAs stimuliert wird (GÄBEL et al. 1991b, 
SEHESTED et al. 1996). Wie die vorliegenden Untersuchungen zeigen, führt die 
Applikation von Butyrat zu verminderten cAMP-Spiegeln, welche wiederum 
stimulierend auf die NHE3-Aktivität wirken könnten. Somit könnte auch der von GÄBEL 
et al. (1991b) sowie SEHESTED et al. (1996) festgestellte positive Effekt von SCFAs 
auf die Na+-Aufnahme auf einer Stimulation von FFAR2 und damit einhergehenden 
verminderten cAMP-Spiegeln beruhen, welche daraufhin den apikalen NHE3 
aktivieren. Eine zusätzliche Stimulation durch eine vermehrte zytosolische 
Akkumulation von H+ ist natürlich ebenfalls möglich. Dennoch muss v. a. die Rolle des 
NHE1 im Pansenepithel eingehender mithilfe von spezifischen Hemmstoffen 
untersucht werden. 
4.6 Schlussfolgerungen 
Abschließend ist festzustellen, dass die vorliegende Arbeit FFAR2 und GPR109A 
erfolgreich im ovinen Pansenepithel verorten konnte. Zudem konnte mithilfe von 
Butyrat eine Modulation der intrazellulären Signalwege über cAMP provoziert werden. 
Während eine Beteiligung von GPR109A an dieser Regulation anhand einer 





FFAR2 hier eine mögliche Rolle zu spielen. Dabei sprechen dessen Lokalisation in 
den basalen Epithelschichten sowie der Einsatz des stark metabolisierbaren Butyrats 
für eine potenzielle FFAR2-Aktivierung mithilfe von SCFA-Metaboliten wie β-HB. 
Entgegen der Charakteristika in anderen Spezies deuten die Daten der vorliegenden 
Arbeit darauf hin, dass MCTs im ovinen Pansenepithel nicht über cAMP in ihrer 
Aktivität moduliert werden. Auch NHEs als weitere Vertreter von pHi-regulativen 
Transportern werden vermutlich nicht sehr stark durch variierende cAMP-Spiegel 
beeinflusst. Somit scheint eine Beteiligung von FFARs als Sensoren der Säurelast 
entgegen unserer Ausgangshypothese nicht der Anpassung von pHi-regulativen 
Transportern im Pansenepithel zu dienen. Dennoch sollte die Rolle der NHEs in der 
Vermittlung von FFAR-Aktivierungen mithilfe von spezifischen Hemmstoffen für die 
einzelnen Subtypen noch näher untersucht werden. Möglicherweise kann auch im 
Pansenepithel eine simultane Hochregulation der NHE1-Aktivität mit einer 
Herunterregulation der NHE3-Aktivität einhergehen. 
Sollte dem nicht so sein, könnte dies an einer ohnehin hohen Transportleistung sowohl 
der MCT- als auch der NHE-Familie im Bereich der physiologischen 
Säurekonzentration bzw. des SCFA-Angebotes liegen. Es wäre folglich möglich, dass 
diese Transporter nur im Rahmen besonderer Umstände, in denen mehrere Ko-
Faktoren zusammenwirken (WON et al. 2013), durch cAMP-Spiegel infolge einer 
SCFA-Metaboliten-induzierten FFAR2-Aktivierung moduliert werden. Dies könnte zum 
Beispiel bei Kühen in der Frühlaktation der Fall sein, bei denen aufgrund der hohen 
Leistung und verminderten Nahrungsaufnahme eine vermehrte Neigung zur Lipolyse 
auftritt (FRIEDRICHS et al. 2016). 
Die vorliegende Arbeit liefert daher den Nachweis von zwei FFAR-Vertretern im 
Pansenepithel. Jedoch bleibt deren physiologische Rolle, insbesondere des 
GPR109A, weiterhin spekulativ. Zudem konnte für die Regulation der MCTs kein 
Einfluss von cAMP festgestellt werden, während die Regulation der NHE-Subtypen 
durch cAMP noch eingehender untersucht werden muss. Somit muss unsere 
ursprüngliche Hypothese, dass Fettsäurerezeptoren im ovinen Pansenepithel eine 
wesentliche Rolle in der cAMP-abhängigen Anpassung pH-regulativer 
Transportprozesse an die epithelial vorherrschende SCFA- und H+-Konzentration 
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Einleitung: Ruminal werden Futterpflanzen zu kurzkettigen Fettsäuren (SCFAs) 
abgebaut. Diese bilden die Hauptenergiequelle für den Wiederkäuerorganismus. Da 
diese Fettsäuren jedoch auch maßgeblich die pH-Homöostase der 
Vormagenschleimhaut beeinflussen, muss das Pansenepithel in der Lage sein, 
Änderungen im Substrat- und Protonenangebot festzustellen und anschließend 
regulative Prozesse anzupassen, um Stoffwechselentgleisungen und so auch einer 
Pansenazidose vorzubeugen. In anderen Spezies erwiesen sich sogenannte „Freie 
Fettsäurerezeptoren“ (FFARs) als potenzielle Sensoren veränderter SCFA-Mengen im 
Darmlumen, die u. a. durch Modulation der intrazellulären Spiegel an zyklischem 
Adenosinmonophosphat (cAMP) ihre Wirkung vermitteln. 
Ziele der Untersuchungen: Es sollte in der vorliegenden Arbeit untersucht werden, ob 
FFARs im Pansenepithel des Schafes vorkommen und durch SCFAs aktiviert sowie 
intrazelluläre Signalwege über cAMP moduliert werden können. Im Anschluss sollte 
erarbeitet werden, inwiefern der nachgewiesene Einfluss von Butyrat auf die 
epithelialen cAMP-Spiegel Auswirkungen auf die epitheliale pH-Modulation infolge 
einer veränderten Aktivität von Monocarboxylattransportern (MCTs) und Na+/H+-
Austauschern (NHEs) hat. 
Tiere, Material und Methoden: Sämtliche Untersuchungen wurden an Geweben des 
Vormagens von Schafen (Ovis gmelini aries) durchgeführt. Mittels Reverse-
Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) und immunhistochemischer 
Färbungen wurde das Vorliegen verschiedener FFARs in nativem Pansengewebe 
untersucht. Zur funktionellen Charakterisierung wurden Epithelstücke aus dem 
ventralen Pansensack in Ussing-Kammern inkubiert und anschließend die cAMP-
Spiegel im Epithel mittels einer quantitativen, kompetitiven Analyse bestimmt. Dabei 
wurde der Einfluss von Forskolin (ein Stimulator der cAMP-synthetisierenden 
Adenylylzyklasen), von Butyrat sowie von Niacin (ein FFAR-Agonist) betrachtet. 





auf die Transportaktivität von MCTs unter Zuhilfenahme von zwei verschiedenen MCT-
Hemmstoffen (Cyanohydroxyzimtsäure und p-Hydroxymercuribenzoesäure) in 
Ussing-Kammern evaluiert. Die Aktivität der NHEs wurde an kultivierten 
Pansenepithelzellen durch Messung des intrazellulären pH-Wertes mittels 
Spektrofluorometrie unter Einfluss des NHE-Inhibitors 5-N-Ethyl-N-Isopropyl Amilorid 
ermittelt. Auch hierbei wurden in den Zellen unterschiedliche cAMP-Spiegel durch 
Forskolin-Applikation induziert. Die Daten der verschiedenen Untersuchungen wurden 
an 5-8 Tieren je Versuchsansatz erhoben. Die Normalverteilung wurde mittels 
Kolmogorov–Smirnov-Test ermittelt. Ein Friedman-Test mit anschließendem Dunn-
Test wurde für die Analyse der cAMP-Experimente genutzt. MCT und NHE 
Experimente wurden mithilfe einer einfachen, geblockten Varianzanalyse und 
anschließendem Tukey-Test ausgewertet. 
Ergebnisse: Die FFARs GPR109A und FFAR2 konnten an allen untersuchten 
Lokalisationen (Netzmagen, Pansenvorhof, dorsaler und ventraler Pansensack, 
Psalter) über RT-PCR bzw. im ventralen Pansensack auch über die 
immunhistochemischen Färbungen detektiert werden, wohingegen FFAR3 lediglich 
als mRNA im Vorhof nachweisbar war. Dies lässt die beiden Rezeptoren GPR109A 
und FFAR2 als mögliche Strukturen zur Detektion von SCFAs im Pansenepithel 
erscheinen. Die Analyse der intrazellulären cAMP-Spiegel in Epithelien aus dem 
ventralen Pansensack konnte einen hemmenden Einfluss von Butyrat auf diesen 
Botenstoff darlegen, was auf eine Beteiligung der genannten FFARs hindeutet. Die 
Applikation des GPR109A-Agonisten Niacin hatte jedoch keinen Effekt auf die cAMP-
Spiegel, sodass eine Wirkungsvermittlung von Butyrat über diesen Rezeptor 
unwahrscheinlich scheint. Mit Blick auf die funktionellen Auswirkungen dieser cAMP-
Modulation hatten variierende cAMP-Level im Kontrast zu Erkenntnissen aus Nicht-
Wiederkäuerspezies keinen Einfluss auf die Transportaktivität des ruminalen MCT1 
unter den gewählten in vitro-Versuchsbedingungen. Andererseits konnte die 
Regulation des intrazellulären pH-Wertes von kultivierten Pansenepithelzellen 
tendenziell durch erhöhte cAMP-Spiegel gehemmt werden, was auf einer Hemmung 
von NHEs durch den second messenger beruhen könnte. 
Schlussfolgerungen: Die Expression von GPR109A und FFAR2 lassen diese zwei 
FFARs als potenzielle Sensoren der intraruminalen bzw. intraepithelialen 
Nährstoffkonditionen erscheinen. Dabei deuten die vorliegenden Untersuchungen auf 
eine Aktivierung des FFAR2 durch Butyrat und dessen Metaboliten in den basalen 
Schichten des Pansenepithels hin. Infolge der Rezeptoraktivierung kommt es 
vermutlich zu einer Verminderung der intraepithelialen cAMP-Spiegel, welche 
wiederum einen (schwachen) Einfluss auf die Regulation des intrazellulären pH-
Wertes mithilfe von NHEs zu haben scheinen. Entgegen unserer Ausgangshypothese 
scheinen aber die FFARs des ovinen Pansenepithels die pH-Homöostase des Epithels 
nur geringfügig zu beeinflussen. Ihre genaue physiologische Bedeutung – 
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Introduction: Forage plants are ruminally degraded to short chain fatty acids (SCFAs). 
These serve as the main energy source for ruminants. As SCFAs also influence the 
pH-homeostasis of the ruminal mucosa, the epithelium must be able to detect changes 
of both substrate and proton accumulation and adapt transport processes accordingly, 
in order to prevent metabolic dysfunction and thus the risk of ruminal acidosis. Studies 
in non-ruminant species detected so-called ‘free fatty acid receptors’ (FFARs) as 
potential SCFA-sensors in the gut lumen. It has been shown that these receptors 
transduce their information by modulation of intracellular levels of cyclic adenosine 
monophosphate (cAMP). 
Aim: This study intended to investigate if FFARs are located in the ovine ruminal 
epithelium. It should further be evaluated if FFARs can be stimulated by SCFAs leading 
to a modulation of intracellular pathways via cAMP. Finally, the study aimed to 
elucidate the influence of low epithelial cAMP-levels after butyrate application on the 
regulation of pH-homeostasis in the ruminal epithelium by modulating the activity of 
transport proteins such as monocarboxylate transporters (MCTs) and Na+/H+ 
exchangers (NHEs). 
Animals, material, and methods: All experiments were conducted with ovine (Ovis 
aries) ruminal tissues. The expression of different FFARs was investigated in native 
tissues using a reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) and 
immunohistochemical staining. For functional analysis, epithelial cAMP levels were 
determined by a quantitative and competitive assay after incubation of epithelia of the 
ruminal ventral sac in Ussing chambers. The influence of forskolin (a stimulator of the 
adenylyl cyclases), butyrate, as well as niacin (an FFAR agonist) was evaluated. 
Further, the effect of varying cAMP levels on transport activity of MCTs was 
characterised on Ussing chamber-mounted epithelia with radioactively labelled acetate 
and two MCT inhibitors (cyano-hydroxycinnamic acid and p-hydroxymercuribenzoic 





The intracellular pH was evaluated by spectrofluorometry while the cells were 
incubated with forskolin (to modify intracellular cAMP levels) or the NHE inhibitor 5-(N-
ethyl-N-isopropyl)-amiloride. 
The data for the different set-ups were acquired from 5-8 animals each. Kolmogorov–
Smirnov test was used for testing normality. For cAMP level analyses, the Friedman 
test followed by Dunn's test was performed. MCT and NHE measurements were 
analysed using one-way randomized block analysis of variance followed by Tukey's 
test. 
Results: GPR109A and FFAR2 were detected in all ovine ruminal epithelia examined 
(reticulum, atrium ruminis, ruminal ventral and dorsal sac, omasum) by RT-PCR and 
in ruminal ventral sac also by immunohistochemical staining. FFAR3, however, was 
detected solely on mRNA level in tissues of the ovine atrium ruminis. Thus, the two 
immunohistochemically detected receptors may serve as potential sensors for SCFAs 
in the ruminal epithelium. The analysis of intraepithelial cAMP levels revealed an 
inhibiting influence of butyrate application on cAMP pointing to an activation of FFARs 
by this SCFA. Nonetheless, the incubation with the GPR109A agonist niacin did not 
show any effect on cAMP levels. This finding contradicts the theory of an activation of 
GPR109A by butyrate. Looking at functional consequences of varying cAMP levels, in 
contrast to studies on non-ruminant species ruminal MCT1 activity was not influenced 
by different cAMP levels, at least under the conditions chosen in this in vitro study. 
However, regulation of intracellular pH in cultured ruminal epithelial cells tended to 
decrease with augmented cAMP levels. This might be mediated by an inhibition of 
NHEs. 
Conclusions: The expression of GPR109A and FFAR2 points at a participation of these 
receptors in sensing intraruminal and intraepithelial energy status. The present data 
hint at an activation of FFAR2 by butyrate or its metabolites in the basal layers of the 
epithelium. Activation of the receptor leads to decreased cAMP levels. This in turn 
seems to slightly modify the regulation of intracellular pH via NHEs. Contradicting our 
initial hypothesis, ovine ruminal FFARs seem to play only a minor role in modulation of 
epithelial pH homeostasis. The main physiological role of ruminal FFARs – especially 
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